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NERVTILLVÄXTFAKTORERNAS OCH GLIACELLERNAS ROLL I
PARKINSONS SJUKDOM
11 INTRODUKTION
Parkinsons sjukdom (PS) beskrevs för första gången av den brittiske läkaren James
Parkinson år 1817 i boken An Essay on the Shaking Palsy (Parkinson, 1817). PS är en
kronisk progressiv neurologisk sjukdom som kännetecknas av muskelstelhet (rigiditet),
minskad rörelseförmåga (hypokinesi), skakningar (tremor) och långsamma
kroppsrörelser (bradykinesi). Därtill uppkommer en mängd icke-motoriska symptom,
såsom nedsatt luktsinne (anosmi), sömnproblem, psykiska och kognitiva problem samt
störningar i det autonoma nervsystemet (Olanow et al., 2009b). De icke-motoriska
symptomen kan till och med ha större effekt på kroppens funktion och livskvaliteten än
de motoriska symptomen (Hely et al., 2005). Depression samt demens förekommer hos
åtminstone 30-40 % av Parkinson patienterna (Adler, 2005; Emre, 2003). Vissa icke-
motoriska symptom (förstoppning, anosmi, smärta, depression) kan uppstå flera år före
de motoriska symptomen. Detta är viktiga prekliniska tecken på PS och i framtiden ger
det nya möjligheter att identifiera det premotoriska skedet ifall neuroprotektiva
läkemedelsterapier finns att tillgå.
Orsaken till symptomen i PS är förlust av dopaminerga nervceller i substantia nigra,
svarta kärnan, som är en del av de basala ganglierna. De kvarvarande nervcellerna
innehåller ofta så kallade Lewykroppar, som är inlagringar av bland annat proteinet
alfasynuklein. Skadorna i substantia nigra drabbar den dopaminerga signalöverföringen
till neostriatum,  strimmiga  kärnsystemet  (putamen, skalkärnan och nucleus caudatus,
svanskärnan). Till följd av celldegenereringen uppstår brist på dopamin i hjärnan.
Katekolaminen dopamin är ett neurotransmittorämne för anatomiskt och funktionellt
särskilda neuronala grupper i det centrala nervsystemet. Den största gruppen
dopaminerga neuron finns i den ventrala mitthjärnan, mesencefalon (Prakash och Wurst,
2006). De här neuronerna bildar två större områden, substantia nigra pars compacta
(SNpc) samt det ventrala tegmentala området. Cellkropparna i SNpc riktar sina axoner
till dorsala striatum (caudate nucleus och putamen), vilket utgör den nigrostriatala
rutten som är viktig i kontrollen av frivilliga rörelser.
2I människor består de dopaminerga cellgrupperna av 400 000 - 600 000 neuroner, av
vilka över 70 % är lokaliserade i SNpc (Björklund och Dunnett, 2007). I PS
förekommer också betydande patologiska förändringar i icke-dopaminerga banor, som
kolinerga neuron i Meynerts basala kärna, noradrenerga neuron i noradrenalinkärnan,
serotonerga neuron i serotoninkärnan samt neuroner i hjärnbarken, hjärnstammen,
ryggmärgen och i det perifera autonoma nervsystemet (Olanow et al., 2009b).
Exempelvis degeneration av dopaminerga nervceller i tarmen ger upphov till
förstoppning, ett av de allra första symptomen i PS.
De bakomliggande mekanismerna vid PS omfattar oxidativ stress, försämring av
mitokondriefunktionerna, inflammation, excitotoxicitet, apoptos samt felveckning och
ihopklumpning (aggregering) av proteiner (Olanow et al., 2009b). De kliniska
symptomen vid PS ger sig tillkänna först när 50-70 % av de dopaminerga nervcellerna
redan är förlorade. Etiologin för PS är fortfarande okänd och inga preventiva åtgärder
eller botemedel finns för tillfället att tillgå. Till exempel vissa virusinfektioner och vissa
typer av kemikalier har visat sig kunna ge upphov till Parkinsonliknande symptom och
mekaniska skador i substantia nigra, men det finns inga bevis för att något sådant är
orsaken vid idiopatisk PS. I en del familjer finns PS som en ärftlig variant, men oftast
kan man inte identifiera något sådant samband. Sjukdomen börjar oftast i en ålder av 50
till 70 år och 1-2 % av befolkningen över 50 år insjuknar i PS (Thomas och Beal, 2007).
Det är den andra vanligaste neurologiska sjukdomen efter Alzheimer. I Finland finns
över 10 000 idiopatiska fall av PS och över 14 000 patienter får specialersättning för
Parkinson-mediciner (Kaakkola, 2009).
2 ETIOLOGI I PARKINSONS SJUKDOM
En viktig del av etiologin är antingen genetiska faktorer eller miljöfaktorer eller en
kombination av båda (Thomas och Beal, 2007). Epidemiologisk forskning visar att
mindre än 10 % av PS har en strikt familjär etiologi medan majoriteten av fallen är
sporadiska.
32.1 Genetiska faktorer
Flera genetiska loci är identifierade för PS. Det finns fem klart fastställda genetiska
orsaker till PS, dessa är PARK1, 2, 6, 7 och 8. Dessutom har man lyckats identifiera
tretton olika loci PARK1-13 (Tabell 1).
PARK1, eller a-synuklein, är ett presynaptiskt protein, som påverkar lagringen och
fördelningen av neurotransmittorämnen (Yavich et al., 2004). a-synuklein har en
benägenhet att aggregera till Lewykroppar, vilka bildas i PS. PARK2 (parkin) fungerar
som ett neuroprotektivt protein i flera toxiska reaktioner, vilket är viktigt för cellens
överlevnad (Dawson, 2006). Dessvärre förorsakar mutationer i parkin autosomalt
recessiv PS. PARK6 (PINK1) påverkar mitokondriernas funktion, stabiliteten hos
proteiner och kinasernas signalrutter (Leutenegger et al., 2006). Mutationer i PINK1 ger
upphov till juvenil familjär PD (Klein et al., 2006). Mellan 1 till 9 % av fallen är följden
av denna mutation, men detta varierar mycket i olika etniska grupper.
PARK7 (DJ-1) fungerar som antioxidant och ko-aktivator vid gentranskription.
Mutationer i DJ1 är associerade med en ovanlig form av juvenil autosomal recessiv
Parkinsonism. Mutationer av DJ1 (radering av exon, homozygota och heterozygota
punktmutationer) svarar för 1-2 % av alla juvenila fall av PS (Hedrich et al., 2004).
Mutationer i PARK8 (LRRK2 = leucinrik repetitiv kinas 2) eller dardarin är orsaken till
en autosomal dominant PS (Zimprich et al., 2004). För patienter med europeiskt
ursprung orsakar den här genen 1-7 % av alla fall och till och med 20-40 % av
nordafrikanska araber med PS har mutationer i LRRK2. Dessutom påverkar LRRK2
längden på axonerna samt golgi-apparatens, lysosomernas och mitokondriernas
funktioner (Li och Beal, 2005).
4Tabell 1. Genetiska loci identifierade för Parkinsons sjukdom (Bild modifierad från
Thomas och Beal, 2007).








PARK2 Parkin 6q25.2-27 AR E3 Ubiquitin ligas
PARK3 Okänd 2p13 AD Okänd
PARK4 Okänd 4p14 AD Okänd
PARK5 UCH-L1 4p14 AD
Ubiquitin C-terminal
hydrolas ligas 1
PARK6 PINK1 1p35-36 AR Mitokondriell kinas
PARK7 DJ-1 1p36 AR Antioxidant
PARK8 LRRK2 12p11.2 AD Kinas med blandad härkomst
PARK9 ATP13A2 1p36 AR Okänd
PARK10 Okänd 1p32 AD Okänd
PARK11 Okänd 2q36-37 AD Okänd
PARK12 Okänd Xq21-q25 Okänd Okänd
PARK13 HTRA2 2p12 Okänd Mitokondriell serin proteas
AD= autosomal dominant, AR= autosomal recessiv
2.2 Miljöfaktorer
Forskning har visat att människor som blir utsatta för vissa pesticider har 70 % större
risk att insjukna i PS än sådana som inte långtidsexponeras för herbiciden parakvat
(Corasaniti et al., 1992) och insekticiden rotenon (Betarbet et al., 2000; Ascherio et al.,
2006). Parakvat (N,N-dimetyl-4,4-bipyridin diklorid) bildar fria radikaler, förstör
selektivt dopaminerga nervceller samt minskar antalet dopamintransportermolekyler
(DAT) (George et al., 2009). Rotenon förorsakar oxidativ stress och apoptos genom att
inhibera komplex I i mitokondrierna.
Vissa metaller, såsom järn, mangan och koppar kan också delta i uppkomsten PS
(Dexter et al., 1989). Järn behövs i kroppen för ett flertal kritiska biologiska processer
5såsom cellandning, neurotransmission och myelinisering (George et al., 2009).
Dessvärre är det viktigt att järnkoncentrationen hålls under en viss nivå, eftersom en
förhöjd järnnivå är extremt toxisk för cellerna. Hos gruvarbetare förekommer
manganism, vilket resulterar i avvikande gång och tal. Mangan och järn ackumuleras i
hjärnregionerna globus pallidus (bleka kärnan) samt substantia nigra (Liccione och
Maines, 1988). Mangan framkallar oxidativ stress och celldöd. Dessutom kan mangan
minska på antioxidanternas glutation, katalas samt tioler.
3 KLASSIFICERING OCH FASER I PARKINSONS SJUKDOM
En enhetlig PS klassificeringsskala (UPDRS) utvecklades under 1980-talet och den har
blivit den mest allmänt använda kliniska klassificeringsskalan för PS (Goetz et al.,
2007). Den består av fyra delar och har en 176 poängs skala där högre poäng indikerar
allvarligare sjukdom. Det finns en förnyad version av UPDRS som heter MDS-UPDRS
där den första delen består av icke-motoriska aspekter i det dagliga livet såsom kognitiv
försämring, depression, sömn och smärta. Del två består av motoriska aspekter i det
dagliga livet (bland annat tal, hygien, hobbyn, gång). Den tredje delen behandlar
motoriska färdigheter och den fjärde delen består av motoriska komplikationer
(dyskinesier och motoriska fluktuationer).
I kliniska försök av PS är det problematiskt att bestämma den kliniska ändpunkten
(Olanow et al.,  2009b).  Ofta  används  positron  emissions  tomografi  (PET)  eller  singel
foton emission (SPECT) för att få en bild hur bra det nigrostriatala dopaminerga
systemet fungerar. Den striatala upptagningen av 18F-levodopa, ligander som binds till
DAT eller ligander som binds till den vesikulära monoamintransportern används som
markörer för degenerationen av de nigrala dopaminerga neuronen. Egentligen ger det
dock en relativt snäv bild av dopaminaktivitet och -lagring. En ökning av signalen är i
första hand ett tecken på ökad dopaminlagring, genom specifik dopaminupptagning.
Många aspekter av den dopaminerga neuronsyntesen samt -lagringen kan förbättras
utan att det syns i 18F-levodopa-signalen. Andra sätt är att jämföra UPDRS och om det
sker en förbättring i symptomen och de motoriska färdigheterna.
6Diagnosen PS baseras post mortemt på påvisandet av särskilda inklusionskroppar – först
Lewy-neuriter och senare Lewykroppar (Braak et al., 2004). Man antar att perioden från
att den patologiska processen inleds till att symptomen utvecklas är flera år. Förutom
substantia nigra blir en rad andra hjärnstrukturer påverkade av PS. Frågan är om den
patologiska processen uppstår samtidigt i alla dessa strukturer eller om det är en gradvis
utveckling från område till område. Därtill om en sådan utveckling eventuellt sker efter
ett förutbestämt mönster reglerat av definierade biologiska mekanismer. Det verkar som
om sjukdomen börjar i nervceller i hjärnstammen och sprider sig vidare i en
förutbestämd sekvens från område till område. Men ännu ser det ut att finnas okända
biologiska regleringsmekanismer som styr sjukdomens utveckling.
Braak et al. (2004) har indelat sjukdomsförloppet i sex faser (Bild 1). I fas ett är
områden  i medulla oblongata (förlängda märgen) påverkade. Finner man dessutom
patologiska förändringar i pontina tegmentum (hjärnstammens blickriktningscentra) rör
det sig om fas två. Först i den tredje fasen tillkommer tidiga förändringar i substantia
nigra (svarta kärnan), och i fas fyra har sjukdomsprocessen spritt sig till temporala
mesocortex och allocortex (grå substansen). Neocortex (hjärnbarken) är opåverkad. I fas
fem  börjar  man  finna  förändringar  i neocortex,  och  i  fas  sex  ytterligare  påverkan  av
neocortex.
7Bild 1. Den presymptomatiska och symptomatiska fasen i Parkinsons sjukdom. A
Den presymptomatiska fasen kännetecknas av Lewy neuriter eller kroppar i hjärnan på
asymptomatiska personer. I det symptomatiska skedet har den individuella
neuropatologiska tröskeln (svart pil) överskridits. Den uppåtgående diagonalen och
intensiteten på färgerna under diagonalen visar det framskridande sjukdomsförloppet i
de utsatta hjärnområdena (höger). Den patologiska processens fortskridande
åskådliggörs med mörkare nyanser. B Den fortskridande patologiska processen (vita
pilar). Färgnyanserna motsvarar de i bild A. C Storhjärnebarken. Allocortex (röd) utgör
den grå substansen i luktknölarna och hippocampus. Det vidsträckta neocortex med
parietal(hjäss)-, temporal(tinning)- och occipital(nack)loberna utgör de primära
sensoriska områdena (mörkblå), den nedre associationsbanan (ljusblå) och den övre
associationsbanan (orange). Det frontala neocortex består av det primära motoriska
området (mörkgrön) och det premotoriska området (ljusgrön). D Den neocorticala
myeliniseringen börjar i det primära sensoriska och motoriska området (mörkblå) och
framskrider (vita pilar) via nedre associationsbanan och de premotoriska områdena
(mellanblå) till den övre associationsbanan och de prefrontala områdena (ljusblå).
Myeliniseringen minskar allteftersom avståndet till de primära motoriska områdena blir
större  och  är  minimal  i  de  främre  partierna  av mesocortex. Myeliniseringsprocessen
fortskrider i motsatt riktning i jämförelse med sjukdomsförloppet i PS och destruktionen
i neocortex (Bild modifierad från Braak et al., 2004).
84 PATOGENES I PARKINSONS SJUKDOM
PS är mera som ett syndrom än en sjukdom med samma primära orsak i varje fall,
eftersom flera mekanismer är avgörande för patogenesen (Yacoubian och Standaert,
2009). Oxidativ stress, försämrad mitokondriefunktion, felveckning och aggregering av
proteiner, inflammation, excitotoxicitet, apoptos och andra rutter för celldöd, samt
förlust av tillväxtfaktorer har visat sig vara mekanismer i uppkomsten av PS. Ingen
mekanism verkar vara den primära orsaken i alla fall av PS. De patogena mekanismerna
har synergistisk verkan genom komplexa interaktioner, vilket bidrar till
neurodegenerationen. I Bild 2 syns en översikt av etiologin samt patogenesen i
Parkinsons sjukdom.
Bild 2. Mekanismer för celldöd i Parkinsons sjukdom. (Bild modifierad från
Olanow, 2004)
4.1 Oxidativ stress och mitokondriell dysfunktion
Oxidativ stress förorsakas av ett överflöd av reaktiva fria radikaler genom
överproduktion av reaktiva föreningar eller genom fel i cellmekanismerna, som
vanligtvis begränsar deras ansamling (Dexter et al., 1994). Dopaminmetabolismen
9gynnar den oxidativa stressen genom produktion av kinoner, peroxidaser och andra
reaktiva syreföreningar (ROS) (Hastings et al., 1996). Mitokondriell dysfunktion
producerar också ROS, vilket ytterligare förstör mitokondrierna. Skadorna orsakade av
de fria radikalerna ökas även till följd av den förhöjda järnnivån (Riederer et al., 1989).
Nivån av proteinet glutation, vars uppgift är antioxiderande, reduceras, vilket försämrar
cellernas egna endogena skyddsmekanismer. Det finns flera strategier för att minska
eller begränsa den oxidativa stressen i PS (Yacoubian och Standaert, 2009). Man kan
inhibera dopaminmetabolismen med hjälp av monoaminoxidas (MAO)-hämmare.
Elektrontransporten kan intensifieras med till exempel koenzymen Q10 och andra
antioxidanter kan användas såsom E-vitamin och urinsyra. Selen kan användas till att
främja produktionen av glutation.
4.2 Felveckning och aggregation av proteiner
I PS är det primära aggregerande proteinet a-synuklein. Det innehåller 140 aminosyror
och finns i presynaptiska nervändar i neocortex, hippocampus (sjöhästen) och
substantia nigra (Kim et al., 2004). Det hittas även i andra delar av neuroner samt i
astrocyter och oligodendrocyter (Richter-Landsberg et al., 2000; Mori et al., 2002). a-
synuklein samverkar med flera olika proteiner (Jenco et al., 1998; Peng et al., 2005) och
även med lipidvesiklar (Jo et al., 2000), det kan dessutom påverka lipidmetabolismen
(Cabin et al., 2002; Castagnet et al., 2005). Proteinet är den största komponenten av
Lewykropparna och aggregeringen förorsakas av punktmutationer, överexpression och
oxidativ skada av a-synuklein.
Hypotesen för proteinaggregeringen är att oligomererna har en giftig verkan på
cellmembranen eller proteinens nedbrytningsfunktion. Lewykropparna blir till slut
immuna mot proteolysen som sker med ubiquitin-proteasomsystemet (UPS), vilket
resulterar i celldöd (Dawson och Dawson, 2003; McNaught et al., 2003)). Hypotesen
stöds av att a-synuklein är ett substrat till UPS och proteasomen 20S har huvudsakligt
ansvar för proteinets metabolism och degeneration (Shimura et al., 2001; Tofaris et al.,
2001). Dessutom förorsakar mutationer i a-synuklein att proteinet felveckas och
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aggregeras, vilket leder till att proteolysen inte kan fungera och de proteasomala
funktionerna inhiberas (Tanaka et al., 2001). Felveckat och aggregerat a-synuklein ökar
direkt den oxidativa stressen och framkallar dysfunktion av mitokondrierna (Hsu et al.,
2000; Elkon et al., 2002). Slutligen har möss utan a-synuklein påträffats med
funktionella brister i det nigrostriatala dopaminerga systemet (Abeliovich et al., 2000)
och de är resistenta mot MPTP-inducerad degeneration, vilket antyder att proteinet a-
synukleins funktion är viktig för neuronernas livsduglighet (Dauer et al., 2002).
a-synuklein påverkar också gentranskriptionen och –regulationen (Kim et al., 2004).
Proteinet samverkar med cellens signalsystem och påverkar celldöden, aktiverar
inflammatoriska mekanismer samt förorsakar förändringar i dopaminets lagring och
frisättning. Aggregerat a-synuklein har större stimulerande effekt på mikroglia än
oaggregerat a-synuklein (Reynolds et al., 2008b). Aggregerat a-synuklein har visat sig
utsöndras genom exocytos från nervcellerna emedan proteinet även tros frigöras genom
från döda celler på grund av membranpermeabilitet (Lee et al., 2005; Klegeris et al.,
2008).
Kritiska skeden i aktiveringen av mikroglia orsakad av det aggregerade proteinet är att
mikroglia fagocyterar a-synuklein och aktiverar nikotinamid adenin dinukleotid
fosfatas (NADPH)-oxidasen (Zhang et al., 2005). a-synuklein aktiverar proteinkinaser
som påverkar stressignaleringen, såsom p38 mitogen-aktiverat protein (MAP) -kinas,
extracellulärt reglerat protein-serinkinas 1/2 (ERK1/2) och c-Jun-N-terminal-kinas
(JNK) (Klegeris et al., 2008). Aggregerat a-synuklein resulterar i expression av flera
proteiner, vilka är inblandade i oxidativ stress, celladhesion, glykolys, tillväxtreglering,
cellmigration samt cytoskelettets proteiner (Reynolds et al., 2008a). Två proteiner som
visat sig vara speciellt överaktiva är kalmodulin och ubiquitin, vilka tillsammans med
a-synuklein kan orsaka funktionella konsekvenser för cellen.
Parkin är ett E3 ubiquitin ligas, som har till uppgift att förstöra felveckade proteiner.
Mutationer i denna gen har visat sig förekomma i PS. Reynolds et al. (2008a) har hittat
en toll-liknande receptor 2 gen (TLR-2), som efter stimulering med aggregerat ?-
synuklein visar ökad aktivitet. TLR märker mikrobiska patogener och har en
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grundläggande funktion i det naturliga immunsystemet, genom att öka på diverse
inflammatoriska gener (Kawai och Akira, 2007). Det verkar därför rimligt att cellerna
påverkade av ?-synuklein kan bli hyperaktiva av inflammatoriska signaler.
Genom att inhibera aggregationen av a-synuklein, intensifiera funktionerna av parkin,
UCH-L1 samt proteosomer och lysosomer kunde man minska på felveckningen och
aggregeringen av proteiner. En annan metod kunde vara att komma på ett sätt att minska
på proteinet a-synuklein.
4.3 Neuroinflammation
Aktivering av mikroglia och pro-inflammatoriska cytokiner såsom interleukin 1b (IL-
1b), IL-6 och tumörnekrosfaktor a (TNF-a) åstadkommer en neuroinflammation, som
är  en  alltmer  erkänd orsak  till  PS.  Hur  mikroglia  aktiveras  i  PS är  inte  helt  klart  men
man antar att både aggregeringen av a-synuklein och cytokinerna påverkar förloppet.
Epidemiologiska studier har visat att vissa icke-steroidala anti-inflammatoriska
mediciner (NSAID) (Bower et al., 2006) och statiner (simvastatin) (Wolozin et al.,
1997) har förmågan att minska risken att insjukna i PS. Chen et al. (2003) har undersökt
mera än 40 000 män och nära 100 000 kvinnor och kom fram till att de som använder
NSAID hade 55 % mindre risk att insjukna i PS. I en uppföljningsundersökning märkte
de att inga andra NSAID hade någon verkan förutom ibuprofen, som minskade risken
att insjukna i PS med till och med 35 % (Chen et al., 2005). Annan forskning visar dock
att även andra NSAIDs kan ha svaga neuroprotektiva effekter (Esposito et al., 2007).
Ett annat läkemedel med anti-inflammatoriska egenskaper är minocyclin, som har
undersökts i kliniska försök (The NINDS NET-PD Investigators, 2006).
4.4 Excitotoxicitet
Glutamat är det primära excitatoriska transmittorämnet och kan orsaka en excitotoxisk
process. Aktivering av NMDA-receptorerna med glutamat leder till  ökad intracellulär
kalciumhalt, vilket igen i sin tur leder till celldöd (Mody och MacDonald, 1995).
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Potentiella läkemedel kunde vara antagonister för NMDA-receptorerna och
kalciumkanalerna. En glutamatantagonist, rilazol, har undersökts i ett kliniskt försök
men utan att visa neuroprotektiv effekt (Jankovic och Hunter, 2002). Förutom att
amantadin stimulerar frisättningen av dopamin och inhiberar återupptagningen är
amantadin även en NMDA-antagonist (Kornhuber et al., 1994). Epidemiologiska
studier har väckt förslag om att eventuellt dihydropyridiner för hypertension kan
användas i neuroprotektivt syfte (Becker et al., 2008).
4.5 Apoptos
Apoptos, eller programmerad celldöd, och fagocytos har visat sig vara följden av
oxidativ stress, proteinaggregation, excitotoxicitet eller inflammatoriska processer.
Auto-antikroppar mot neuronala strukturer och ett stort antal mikrogliaceller som
utsöndrar histokompabilitetskomplex har hittats i samband med PS (Czlonkowska et al.,
2002). I striatum på PS-patienter finns en förhöjd nivå av cytokiner och apoptos-
relaterade proteiner såsom kaspas 1 och 3. Anti-apoptotiska ämnen har därför
föreslagits som neuroprotektiva läkemedel oberoende av den primära orsaken för
neurodegeneration. Två olika komponenter, CEP1347 samt TCH346, som inhiberar
apoptotiska signaler har testats i kliniska försök, men de visade ingen neuroprotektiv
effekt (The Parkinson Study Group PRECEPT Investigators, 2007, Olanow et al.,
2006).
4.6 Förlust av nervtillväxtfaktorer
Nervtillväxtfaktorerna hjärn-deriverad nervtillväxtfaktorn (BDNF), gliacell-deriverad
nervtillväxtfaktorn (GDNF) och nervtillväxtfaktorn (NGF) har alla påvisats minska i
substantia nigra vid PS (Mogi et al., 1999). Nervtillväxtfaktorerna stimulerar de
dopaminerga cellernas, dendriternas och axonernas tillväxt, varav de kan användas som
neuroprotektiva faktorer. GDNF (Gill et al., 2003; Lang et al., 2006) och neurturin har
båda undersökts i kliniska försök.
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5 GLIAFUNKTIONER I PARKINSONS SJUKDOM
Gliacellerna består av makroglia, som omfattar astrocyter och oligodendrocyter, och
mikroglia. Oligodendrocyterna, som deltar i myeliniseringsprocessen, är inte delaktiga i
PS, medan både astrocyterna och mikroglia påverkar PS (Wilkin och Knott, 1999).
5.1 Mikroglia
Astrocyterna är viktiga för homeostasen av den neuronala extracellulära omgivningen.
Mikroglia identiferades första gången av Pio Del Rio Hortega år 1919 (Del Rio
Hortega, 1919). Han beskrev mikroglia som en mesodermal celltyp, som uppkommer i
hjärnan i ett sent embryonalt skede. Gliacellerna består till 10 % av mikroglia. De
förekommer i hela hjärnan, med en lite högre densitet i substantia nigra än i andra delar
av hjärnan och de finns i närheten av neuronerna och astrocyterna (Kim et al., 2000).
Fastän skadan på de dopaminerga neuronen är större i striatum än  i substantia nigra
pars compacta, påverkar det ändå mera substantia nigra pars compacta (McGeer et al.,
1988). Detta kan förklaras med att de dopaminerga strukturerna är dominerande i SNpc,
medan de är i minoritet i striatum, där mindre än 15 % av alla synapser utgörs av
dopaminerga (Pickel et al., 1981). Varje cell har sitt eget territorium att sköta om.
Mikrogliacellerna är i konstant rörelse (Nimmerjahn et al., 2005). De utvidgar och
förminskar sina förgreningar allteftersom de kontrollerar sin extracellulära omgivning.
Mikroglia  har  huvudansvaret  för  immunsystemet  i  det  centrala  nervsystemet  (CNS)
(Aloisi, 2001).
Mikrogliacellerna kan producera skyddande (nervtillväxtfaktorer och anti-
inflammatoriska cytokiner) eller skadliga (vissa cytokiner och reaktiva syre- eller
kväveföreningar) ämnen (Brodacki et al., 2008). Mikrogliacellerna presenterar
antigenen åt lymfocyterna (Kreutzberg, 1996) och aktiverar sig snabbt när det sker en
patologisk förändring i CNS (Kim och Joh, 2006). Vid inflammationsstället aktiveras
mikrogliacellerna och de ändrar sin morfologi, ökar på nivån av stora
histokompabilitetskomplex (MHC) med antigener och blir fagocyterande (Hayes et al.,
1987; Hayes et al., 1988). Därtill utsöndrar de inflammatoriska cytokiner, som
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förstärker det inflammatoriska budskapet genom att aktivera och rekrytera andra celler
till hjärnskadan (Kim och Joh, 2006). Mikroglia kan även utsöndra neurotoxiner, vilka
kan orsaka neuronal skada (Roodveldt et al., 2008).
5.1.1 Aktiverad mikroglia
Aktiverade mikrogliaceller påverkar de dopaminerga neuronernas celldöd genom att
frigöra cytotoxiska pro-inflammatoriska cytokiner (TNF-a, IL-1b och IFN-g) (Mogi et
al., 1994a; Mogi et al., 1994b). TNF-a kan möjligtvis ha en direkt skadeverkan genom
att aktivera en intracellulär apoptosrutt med hjälp av TNF-receptorn 1, som finns på
cellytan av de dopaminerga neuronen (Mogi et al., 1995a) (Bild 4). Detta leder till att
COX-2 enzymen aktiveras (Vane et al., 2000). Dessa cytokiner kan även stimulera
iNOS i mikrogliaceller (möjligtvis även i astrocyter) genom aktivering av
immunoglobulin E-receptor (CD23) (Hunot et al., 1996). Detta kan leda till uppkomsten
av giftiga mängder av kväveoxidens fria radikaler. Dessa fria radikaler kan i sin tur
aktivera TNF-a i närliggande mikrogliaceller, vilket ytterligare förstärker den
inflammatoriska reaktionen. Mikroglia-aktivering kan bidra till att CD4+ T-celler
aktiveras nära de dopaminerga neuronen, vilket leder till att flera inflammatoriska
ämnen (TNF-a, IFN-g och Fas-ligand) frigörs (Mix et al., 1994). Fas-liganden, som hör
till TNF-a-familjen och som huvudsakligen finns i aktiverade T-celler, kan aktivera
Fas-receptorn och förorsaka apoptos (Landau et al., 2005). CD4+ T-cellerna kan ha en
direkt (genom att aktivera Fas-receptorer på de dopaminerga neuronen, vilket leder till
intracellulära apoptosrutter) eller indirekt (genom att aktivera Fas-receptorer på reaktiva
astrocyter och aktiverade mikroglia-celler) skadlig effekt på de dopaminerga neuronen.
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Bild 4. Konsekvenserna av de aktiverade mikrogliacellerna i Parkinsons sjukdom.
COX-2= cyclo-oxygenas 2, IL= interleukin, iNOS= kväveoxidsyntas, MCP= monocyt
kemoattraktivt protein, NFkB= kärnfaktor kB, NO= kväveoxid, TNF=
tumörnekrosfaktor, TNFR= tumörnekrosfaktor-receptor (Bild modifierad från Hirsch
och Hunot, 2009)
Andra mekanismer som kan förklara den perifert förhöjda cytokinkoncentrationen i PS
är att aktiverade lymfocyter i blodet producerar flertalet cytokiner eller så passerar
cytokinerna  BHB och kommer ut i blodomloppet från hjärnan (Brodacki et al., 2008).
Mikroglia aktiverat av ?-synuklein producerar reaktiva syreföreningar (ROS), vilka
resulterar i oxidation och nitrering av proteiner, deoxiribonukleinsyra (DNA)-
modifikationer, mitokondriella dysfunktioner samt lipidperoxidation, som leder till
neurotoxicitet (Vila et al., 2001). Oxidation och nitrering av ?-synuklein kan leda till
mera agreggeringar, vilket i sin tur resulterar i ökad cytotoxicitet. Klegeris et al. (2007)
har hittat ryanodinreceptorer, vilka används av mikroglia och reglerar frigöringen av de
intracellulära kalcium (Ca2+)-jonerna. Förhöjda och okontrollerbara Ca2+-nivåer kan
leda till celldöd, vilket antas hända i PS (Giorgi et al., 2008).
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5.1.2 Cytokiner
Eventuella cytokiner och andra metaboliter som utsöndras i hög grad vid PS är
interleukin 1? (IL-1?), IL-2, IL-4 IL-6, IL-8, b2-mikroglobulin, intercellulära
adhesionsmolekyler 1 (ICAM)-1, tumörnekrosfaktor a (TNF-a), interferon ? (IFN-?),
monocyt kemoattraktivt protein 1 (MCP-1), intracellulära reaktiva syreföreningar
(ROS) och prostaglandin PEG2, glumatat och intracellulärt cystein (Mogi et al., 1994a;
Mogi et al., 1994b; Mogi et al., 1995b). Cytokinerna kan ha toxisk verkan både direkt
genom att bindas till sina respektive reseptorer och aktivera sekundära budbärare och
genom indirekt verkan. De pro-inflammatoriska cytokinerna TNF-a, IL-1b och
interferon-g kan  framkalla  kväveoxid  syntas  (iNOS)  eller  cyclo-oxygenas  2  (COX-2),
som bildar toxiska reaktiva föreningar (Chao et al., 1992; Vane et al., 2000). Dessutom
har vissa nervtillväxtfaktorer som den epidermala nervtillväxtfaktorn (EGF) samt de
transformerande nervtillväxtfaktorerna (TGF)-a och b1 påvisats öka i PS (Mogi et al.,
1995a). Andra enzymer som har visats ha förhöjda koncentrationer i PS och påverkar
den oxidativa stressen är NADPH, COX-2 samt myeloperoxidas (Knott et al., 2000;
Choi et al., 2005; Wu et al., 2003). Aktiveringen verkar huvudsakligen gå via mitogen-
aktiverade rutten (MAP)-kinas, NADPH-oxidas och nukleära faktorn (NF)-?B.
5.1.3 Fria radikaler
I patologiska förhållanden aktiveras mikrogliacellerna och börjar bilda iNOS, vilket
leder till produktion och frisättning av kväveoxidens fria radikaler (NO·) (Knott et al.,
2000). Även aktivering av NADPH-oxidas sker, vilket bidrar till produktion av stora
mängder fria radikaler (O2·-, NO·) ( Wu et al., 2003) (Bild 3). Dessa kan bilda den ännu
reaktivare ONOO·-radikalen, som förorsakar oxidativ stress åt ett flertal proteiner i de
dopaminerga neuronen (van der Vliet et al., 1997). O2·--radikaler kan bli H2O2, som
under inverkan av fria järnjoner kan bilda reaktiva ·OH-radikaler, vilket leder till
oxidativ stress i den dopaminerga nervcellen. Reaktiva astrocyter bildar höga
koncentrationer av myeloperoxidaser (MPO), som producerar HOCl av H2O2 och Cl-
(Choi et al., 2005). HOCl ökar mängden skadliga ·OH-radikaler när den reagerar med
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O2·--radikaler. Myeloperoxidas kan katalysera konversionen av NO2 till  reaktiva  NO2·
fria radikaler, vilket ytterligare förorsakar oxidativ stress i nervcellen. Dessutom kan
den skadade dopaminerga neuronen bilda COX-2 enzymer, vilket bidrar till den
neuroinflammatoriska processen (Teismann et al., 2003).
Bild 3. Sambandet mellan den neuroinflammatoriska processen och den oxidativa
stressen i Parkinsons sjukdom. COX-2= cyclo-oxygenas 2, iNOS= kväveoxid syntas,
MPO= myeloperoxidas, NOX= NADPH-oxidas (Bild modifierad från Hirsch och
Hunot, 2009)
5.1.4 Dubbel roll
Mikroglia kan ha en dubbel roll i patogenesen av PS. Mikroglia stimulerad av ?-
synuklein producerar inte bara skadliga faktorer, som bidrar till den neuronala celldöden
utan den utsöndrar också en mängd av signaler och nervtillväxtfaktorer, vilka möjligtvis
är neuroprotektiva (Reynolds et al., 2008b). Vid sjukdomens början har mikroglia ännu
neuroprotektiva verkningar och cellerna kan kompensera för till exempel förändringarna
i glutamatmetabolismen. Kronisk aktivering av mikroglia sker när de kompensatoriska
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reaktionerna är slutkörda. Det här leder till neuronal apoptos och cellförlust. Det är
bevisat i tre olika typer av forskning; epidemiologisk forskning, djurmodeller och
cellkulturer att mikroglia aktiveras i PS (McGeer och McGeer, 2008).
5.2 Astrocyter och oligodendrocyter
En kraftig och lokal inflammatorisk process förorsakad av reaktiv mikroglia och
reaktiva astrocyter framträder tydligt i drabbade områden av substantia nigra vid PS
(Kim  och  Joh,  2006).  Astrocyterna  migrerar  till  skadeområdet  och  utvecklar  en
hypertrofisk morfologi, vilket leder till att de blir reaktiva astrocyter (McGeer och
McGeer, 2008). De attackerar inte patologiska celler, såsom mikroglia, utan de stänger
ut dem. Astrocyterna stimulerar mikroglia medan de utsöndrar protektiva ämnen i sin
omgivning. De utsöndrar både proinflammatoriska och anti-inflammatoriska ämnen. ?-
synuklein kan aktivera såväl mikroglia som stimulera astrocyterna att producera IL-6
och ICAM-1 (Klegeris et al., 2006). Den här kombinationen drar till sig ännu mera
mikroglia. Astrocyterna kan ha neuroprotektiv effekt på de dopaminerga neuronen
genom att producera nervtillväxtfaktorer eller genom att metabolisera dopamin med
hjälp av MAO-B eller COMT och sedan eliminera de fria radikalerna via
glutationsperoxidas (Hirsch et al., 1999).
Astrocyterna har visat sig utsöndra ett antal nervtillväxtfaktorer för bland annat de
dopaminerga nervcellerna. De är gliacell-deriverade nervtillväxfaktorn (GDNF) (Lin et
al., 1993), hjärn-deriverade nervtillväxtfaktorn (BDNF) (Knott et al., 2002) och
mesenkefalisk astrocyt-deriverade nervtillväxtfaktorn (MANF) (Petrova et al., 2003). I
oligodendrocyter och astrocyter har man också påträffat kroppar, som innehåller ?-
synuklein (Wakabayashi et al., 2000). Genom att förhindra inflammationen eller genom
att justera balansen mellan de pro-inflammatoriska och anti-inflammatoriska tillstånden
kunde man hitta tänkbara terapimöjligheter i PS.
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6 NERVTILLVÄXTFAKTORER I PARKINSONS SJUKDOM
Det finns tre nervtillväxtfaktorfamiljer som är viktiga inom forskning av PS (Peterson
och  Nutt,  2008).  De  är  GDNF-,  neurotrofin-  samt  MANF-familjerna.  Till  GDNF-
familjen hör gliacell-deriverad nervtillväxtfaktor (GDNF), neurturin (NRTN), artemin
(ARTN) och persefin (PSPN). Till neurotrofin-familjen hör nervtillväxtfaktor (NGF),
hjärn-deriverad nervtillväxtfaktor (BDNF) samt neurotrofinerna NT3 och NT4/5. Den
senast upptäckta familjen är MANF-familjen som innehåller nervtillväxtfaktorerna
mesenkefalisk astrocyt-deriverad nervtillväxtfaktor (MANF) och cerebral
dopaminnervtillväxtfaktor (CDNF). Nervtillväxtfaktorer i andra familjer som påverkar
det dopaminerga systemet är vanlig fibroblastnervtillväxtfaktor (bFGF), ciliär
nervtillväxtfaktor, epidermal nervtillväxtfaktor samt insulin-liknande nervtillväxtfaktor.
6.1 Nervtillväxtfaktorernas funktion
Neuronal celldöd, till följden av förlust av nervtillväxtfaktorer, är en fysiologisk
mekanism, som är en vanlig företeelse under den neuronala utvecklingens gång
(Altman, 1992). Enligt nervtillväxthypotesen tävlar de växande axonerna om en
begränsad mängd nervtillväxtfaktorer, som produceras av målvävnaden. Neuroner som
inte får en tillräcklig mängd av de nödvändiga tillväxtfaktorerna dör genom apoptos,
programmerad celldöd. Den här processen reglerar mängden neuroner och neurala
förbindelser inom det utvecklande centrala nervsystemet. Nervtillväxtfaktorfamiljen
föreslås reglera neuroprotektionen av specifika neuronala populationer genom att dämpa
apoptos-systemet. Om antalet nervtillväxfaktorer sjunker så att det inte mera kan
hämma apoptoserna, förblir apoptos-systemet aktiverat. Detta kan leda till neuronal
atrofi, som sker i vanligt föråldrande eller neuronal förlust, som är följden i
neurodegenerativa sjukdomar. Apoptos är aktiv celldöd, karakteriserad av att cellen och
kärnan krymper, kromatinet förkortas och det bildas blåsor på cellmembranet. Cellen
sväller upp och DNA klyvs i mindre oligonukleosomala fragment.
Nervtillväxtfaktorernas effekt i PS är att främja överlevnaden av neuronernas
subpopulationer, som har blivit utsatta för toxiner och andra attacker i det centrala
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nervsystemet (Peterson och Nutt, 2008). Nervtillväxtfaktorerna kunde stoppa eller göra
neurodegenerationen långsammare i det dopaminerga systemet samt minska på
neuronernas funktionella nedgång. Faktorerna har dessutom restorativ effekt på
neuronernas funktion när de förlorar sin dopaminerga fenotyp att syntetisera och frigöra
dopamin. En del nervtillväxtfaktorer har en stimulerande effekt på det dopaminerga
systemet genom att påverka jonkanaler som orsakar förändringar i cellsynapserna.
Genom att effektivera nervtillväxtfaktorerna eller genom att ersätta nervtillväxtfaktorer
som saknas kan man råda bot på problemet med förlust eller rubbning av
nervtillväxtfaktorerna samt deras receptorer och signalsystem.
6.2 Administering av nervtillväxtfaktorer
Största problemet med nervtillväxtfaktorer som läkemedel är administeringen till de
dopaminerga cellerna i det centrala nervsystemet (Peterson och Nutt, 2008).
Nervtillväxtfaktorerna är så pass stora proteiner och deras kemiska struktur gör att de
inte passerar blod-hjärnbarriären (BHB), vilket gör perifer administrering väldigt
osannolik att nå det centrala nervsystemet. När det problemet är löst blir nästa
bekymmer vilka konsekvenser nervtillväxtfaktorerna har på oavsedda hjärnområden i
och med administeringen. Det mest självklara sättet att kringgå blod-hjärnbarriären är
genom injektion i den ventrikulära cerebrospinalvätskan eller i korsryggens
cerebrospinalvätska. Det är dock sannolikt att ett nervtillväxtfaktorprotein inte
diffunderar från den ventrikulära ependymen till putamen i människohjärnan, eftersom
det ligger en centimeter ifrån.
En annan metod är direkt infusion av nervtillväxtfaktorproteinet i parenkymet av det
avsedda målet. Svårigheten med den här metoden är likväl den begränsade diffusionen
av proteinerna. En alternativ metod till den intraparenkymala infusionen är att använda
hydrostatiskt tryck för att åstadkomma ett tryck runt kateterspetsen. Ett tredje sätt är att
tillfälligt störa BHB, så att den tillåter molekyler som vanligtvis inte kommer in, att
passera. En hyperosmotisk molekyl som gör detta är exempelvis mannitol (Doolittle et
al., 2000). Tekniken har dock nackdelar såsom att vektorn har ett begränsat målområde,
vilket är den ytan som blodkärlet, i vilket vektorn administrerats, täcker.
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Andra strategier är användning av trojanska hästar. Då gömmer man
nervtillväxtfaktorerna i endogena peptider, monoklonala antikroppar eller nanopartiklar,
så att de kan passera BHB (Peterson och Nutt, 2008). Fastän nervtillväxtfaktorn inte
som sådan kan passera BHB, kanske mindre bioaktiva fragment av den kunde komma
igenom. Även små molekyler som passerar BHB, kunde stimulera
nervtillväxtfaktorernas receptorer eller transduktionsmekanismer. Ett exempel på det är
quinol, en liten icke-peptid, som aktiverar GDNF receptor-RET-komplexet (Tokugawa
et al., 2003).
6.3 GDNF-familjens nervtillväxtfaktorer
GDNF-familjens nervtillväxtfaktorer binds till ett receptorkomplex som består av två
komponenter, glykosyl fosfatidylinositol (GPI) ytreceptorn GDNF-familjens receptor-a
(GFRa) och receptor tyrosinkinaset RET (Bild 5). Alla de fyra medlemmarna av
GDNF-familjen har enskilda receptorer från GFRa1 till GFRa4, men de kan också
aktivera flera olika GFRa-receptorer. GDNF binds till GRFa1 och bildar därefter ett
komplex med RET. NRTN binds till GRFa2, ARTN till GFRa3 och PSPN aktiverar
RET genom att bindas till GRFa4. NRTN och ARTN kan dock ha en svag bindning till
GRFa1 och GDNF kan aktivera GFRa2 och GFRa3, medan PSPN endast kan bindas
till GRFa4. Neurotrofin-familjens medlemmar aktiveras via tyrosinkinasreceptorer (A-
C) samt p75-receptorer.
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Bild 5. GDNF-familjens ligander och receptor interaktioner. De homodimera
gliacell-deriverade nervtillväxtfaktor (GDNF)-familjens ligander (GFL) aktiverar RET
tyrosinkinas (TK) genom att först binda till sina respektive GDNF-familjens receptor-a
(GFRa) receptorer. Pilarna visar de ligand-receptor interaktioner man vet att händer
fysiologiskt in vivo.   GFRa proteiner  är  bundna  till  cellmembranet  med  hjälp  av  ett
glykosyl fosfatidylinositol (GPI) ankare och antas ha tre globulära cystein-rika domän
(1,2,3) (förutom GRFa4, som endast har två). GFL binds huvudsakligen till det andra
domänet av GFRa-receptorerna, vilket även är centralt för bindningen av RET. För att
GFL ska kunna aktivera RET krävs det att Ca2+-joner binds till den extracellulära delen
av RET. Fyra tyrosinrester finns i den intracellulära delen av RET (Tyr905, Tyr1015,
Tyr1062 oh Tyr1096; röda bollar) vilka fungerar som anläggningsställen för olika
adaptorer. En av dem (Tyr1096) är i karboxi-terminala ändan av den långa isoformen av
RET (grå). Membranflottarna är markerade som gula. ARTN=artemin,
NRNT=neurturin, PSPN=persefin (Bild modifierad från Airaksinen och Saarma, 2002).
Man vet ännu inte vilka receptorer eller signalrutter MANF-familjens
nervtillväxtfaktorer binds till och med vilken affinitet (Andressoo och Saarma, 2008).
Däremot  verkar  MANF  och  CDNF  ha  en  mera  selektiv  och  potent  effekt  på  de
dopaminerga neuronen än de andra nervtillväxtfaktorerna.
GDNF-familjens nervtillväxtfaktorer behövs i olika delar av kroppen under den
prenatala och postnatala utvecklingen (Zihlmann et al., 2005). De fungerar i sekvenser
och på ett koordinerat sätt för att reglera utvecklingen av de dopaminerga neuronen,
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vilket kan bero mycket på de olika GFRa-receptorernas tillgänglighet samt fördelning.
Det reflekterar den olika stora affiniteten och effektiviteten i interaktionen mellan
liganderna och deras respektive receptorer. När GDNF-familjens proteiner binds till
GFRa-receptorerna aktiveras en transmembran tyrosinkinas, c-RET, och signalen
fortsätter via ett flertal rutter bland annat genom MAP-kinas och fosfolipas Cg (Sariola
och Saarma, 2003). Dessutom finns det en RET-självständig signalrutt, som använder
Src kinas-aktivering associerad till GFRa1. GFRa har även visats använda neurala
celladhesionsmolekyler (NCAM) som signalreceptorer.
Effekten av nervtillväxtfaktorerna på överlevnadsförmågan, differentieringen samt
funktionen av dopaminerga neuron antyder att de har en fysiologisk roll i utvecklingen
av de nigrostriatala dopaminerga neuronen (Zihlmann et al., 2005). RET har observerats
i mitthjärnans dopaminerga neuron och alla GFRa-receptorer, som också finns i löslig
transform, har noterats i eller i närheten av substantia nigra. Nervtillväxtfaktorerna
påverkar även den morfologiska differentieringen genom att öka neuriternas längd,
antalet primära neuriter samt antalet förgreningspunkter per neuron. Persefin verkar
vara minst potent av den här familjens nervtillväxtfaktorer i fråga om PS.
6.3.1 Glia-cell deriverad nervtillväxtfaktor
Den glia-cell deriverade nervtillväxtfaktorn (GDNF) främjar den morfologiska
differentieringen och överlevnadsförmågan av de mesenkefaliska dopaminerga
neuronen i substantia nigra både in vitro och in vivo, samt förbättrar
dopaminupptagningen som sker med hög affinitet (Gash et al., 1995, Heller et al.,
1996). GDNF gynnar överlevnadsförmågan och fenotypen av noradrenalinkärnans
noradrenerga neuroner in vivo (Arenas et al., 1995). Dessa nervceller minskar i antal vid
neurodegenerativa sjukdomar, såsom Alzheimers, Parkinsons och Huntingtons, vilket
GDNF möjligtvis kunde påverka.
Förutom de dopaminerga neuronen påverkar GDNF dessutom flera neuronala
populationer i både det centrala och det perifera nervsystemet (Lin, 1996). GDNF
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gynnar överlevnaden av noradrenerga, motoriska och parasympatiska nervceller.
Dessutom är nervtillväxtfaktorn viktig för njurarnas utveckling och spermatogenesen.
GDNF sönderfaller snabbt i kroppen och den passerar dåligt blod-hjärnbarriären. GDNF
har  hittats  i hippocampus och striatum på människan. Dessutom har man hittat
astrocyter i substantia nigra och basala förhjärnan, vilka frigör GDNF.
GDNF gör att ett fysikaliskt komplex mellan GDNF-a och  trk-receptorn  RET,  vilket
framkallar tyrosinfosforylering (Treanor et al., 1996). GDNF-a binder liganden medan
RET förmedlar signalen vidare. GDNF produceras och frigörs delvis eller helt av glia
(Lin et al., 1993). GDNF har både neurorestorativ och -protektiv effekt, men den
neurorestorativa verkan är inte lika stark som den neuroprotektiva effekten (Peterson
och Nutt, 2008). Nervtillväxtfaktorn påverkar dessutom direkt de dopaminerga
neuronen, genom att reglera excitabiliteten till följd av förändringar i A-typens
kaliumkanaler. Detta kan vara mekanismen med vilken GDNF ökar dopaminets
frisättning.
6.3.2 Neurturin
Neurturin (NRTN) är en naturligt förekommande strukturell och funktionell analog till
GDNF  och  binds  till  GFRa1  och  GFRa2-receptorer kopplade till RET (Kotzbauer et
al., 1996). NRTN är till 40 % identisk med GDNF och främjar överlevnadsförmågan
hos en mängd perifera nervceller samt hos de motoriska och ventrala dopaminerga
neuronen i mitthjärnan. NRTN finns även i ett antal vävnader utanför nervsystemet.
NRTN har visats gynna överlevnaden av dopaminerga neuron både in vitro och in vivo.
Den neuroprotektiva effekten av NRTN har bevisats i djurmodeller av PS, den
neuroprotektiva effekten finns det dock begränsade bevis på (Oiwa et al., 2002).
6.3.3 Artemin
Artemins  (ARTN) huvudsakliga  receptor  är  GFRa-3-RET men den kan även aktivera
GFRa-1-RET-komplexet (Baloh et al., 1998). ARTN är en överlevnadsfaktor för
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sensoriska och sympatiska neuron in vitro, men den antas också påverka de här
neuronen in vivo. Via receptorkomplexet GFRa-1-RET stöder ARTN överlevnaden av
de dopaminerga neuronen i mitthjärnan in vitro. ARTN gynnar överlevnadsförmågan av
neuroner från alla undersökta perifera ganglia såsom sympatiska neuroner, neurallisten
samt sensoriska nervceller. ARTN påminner till strukturen 45 % om NRTN och PSPN,
medan endast till 36 % om GDNF. Perifert finns ARTN med högsta nivån i hypofysen,
moderkakan och luftstrupen i vuxen vävnad medan det i fosterstadiet finns mest i
njurarna och lungorna.
6.3.4 Persefin
Persefin (PSPN) binds till receptorn GFRa-4. PSPN främjar även överlevnadsförmågan
på de ventrala dopaminerga neuronen i mitthjärnan in vitro och förhindrar
degenerationen av dem efter 6-OHDA exponering in vivo (Milbrandt et al., 1998).
Nervtillväxtfaktorn påverkar de motoriska neuronen både in vitro och in vivo samt
njurarnas morfogenes genom att gynna uretär förgrening. PSPN främjar dock inga
perifera, sympatiska, sensoriska eller enteriska neuron såsom GDNF och NRTN.
Eftersom PSPN tycks vara mindre potent än de andra nervtillväxtfaktorerna i GDNF-
familjen, kunde en orsak vara att PSPN har lägre affinitet till GFRa-4  jämfört  med
affiniteten  hos  GDNF,  NRTN samt  ARTN till  GRFa-1-receptorerna (Zihlmann et al.,
2005). Dessutom finns GFRa-4 i mera begränsad grad än GRFa-1, vilket kan betyda
mera selektiv funktion i kombination med mindre biverkningar än de andra
nervtillväxtfaktorerna.
6.4 Neurotrofin-familjens nervtillväxtfaktorer
Familjen av neurotrofiner består av fyra medlemmar: Nervtillväxtfaktorn NGF, den
hjärn-deriverade nervtillväxtfaktorn BDNF, neurotrofinerna NT-3 samt NT-4.
Neurotrofinerna signalerar genom två transmembranreceptor system, den tropomyosin-
relaterade kinas (Trk) receptorn eller p75 neurotrofin receptorn (p75NRTN), som är en
medlem av tumörnekrosfaktor (TNF) familjen (Chao et al., 2006). När neurotrofinerna
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binds till Trk-receptorerna stimuleras fosfatidylinositol hydrolysen och det sker en
snabb fosforylation av fosfolipas C Q1 (Widmer et al., 1992. Dessutom sker främjandet
av cellernas överlevnadsförmåga samt differentiering genom Ras-MAP-kinas och
fosfatidylinositol-3-kinas (Greene och Kaplan, 1995). Liganderna binds selektivt till
olika Trk-receptorer (TrkA, B, C), medan alla neurotrofiner binds till p75NRTN. NGF
binds specifikt till TrkA, BDNF och NT-4/5 till TrkB, medan NT-3 binds till TrkC.
Signaler med Trk-receptorerna gynnar cellernas överlevnadsförmåga, medan signaler
via p75NRTN antingen främjar Trk-signalens överlevnad eller i frånvaro av Trk-
receptorerna förorsakar apoptotisk celldöd (Roux och Barker, 2002).
6.4.1 Nervtillväxtfaktor
Nervtillväxtfaktorn (NGF) upptäcktes första gången av Rita Levi-Montalcini et al. år
1951 (Levi-Montalcini och Hamburger, 1951). NGF finns i stora koncentrationer i den
basala framhjärnan (hippocampus, luktknölen och neocortex) (Korsching et al., 1985).
NGF främjar överlevnaden av sympatiska och sensoriska neuroner i det perifera
nervsystemet samt av kolinerga neuroner i basala framhjärnan (Chao et al., 2006).
Mycket forskning har gjorts angående NGFs effekt i Alzheimers sjukdom och
administrering av NFG tidigt i sjukdomsprocessen kan möjligtvis förhindra mycket av
den kolinerga neuronala atrofin, som uppkommer i basala framhjärnan på patienter med
Alzheimer (Saffran, 1992). Koncentrationen av NGF är mindre i substantia nigra vid
PS (Mogi et al., 1999).
6.4.2 Hjärn-deriverad nervtillväxtfaktor
Den hjärn-deriverade nervtillväxtfaktorn (BDNF) upptäcktes år 1982 i hjärnan på en
gris (Barde et al., 1982). BDNF finns i hippocampus, amygdala (mandelkärnan),
thalamus (synhögen), neocortex, claustrum (murkärnan), septum (septala regionen) och
cerebellum (lilla hjärnan) (Binder och Scharfman, 2004). BDNF har mera omfattande
fördelning i hjärnan än NGF. Nervtillväxtfaktorn BDNF binds till tropomyosin-
relaterade kinas (Trk) receptor B. De klassiska nervtillväxtfaktorerna, såsom exempelvis
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nervtillväxtfaktor (NGF) transporteras retrogradiskt, emedan BDNF också transporteras
anterogradiskt. Det har även påvisats att både BDNF och Trk-receptorerna regleras av
intracellulär transport. BDNF förstärker excitatoriska (glutamaterga) synapser och
försvagar inhibitoriska (gamma-aminobutyratsyra (GABA)erga) synapser. BDNF krävs
för att rätt antal dopaminerga neuron ska utvecklas i substantia nigra. Dessutom
påverkar BDNF cellernas proliferation och överlevnad (Katoh-Semba et al, 2002; Lee
et al., 2002). BDNF tros även vara nödvändig för de molekylära mekanismerna av
synapsernas formbarhet, vilket kan vara till nytta i epilepsi och kronisk smärta (Binder
och Scharfman, 2004). BDNF tros kunna påverka neurodegenerativa sjukdomar såsom
Parkinson, Alzheimer och Huntington samt neuropsykiatriska sjukdomar, som bland
annat depression och bipolära sjukdomar.
Vid PS finns en förminskad nivå av BDNF i substantia nigra pars compacta, detta
beror på att antalet dopaminerga nervceller är lägre och att de nervceller som finns kvar
utsöndrar mindre BDNF (Howells et al., 2000). BDNF har visat sig vara neuroprotektiv
i djurmodeller av PS, men ingen forskning har påvisat restorativ effekt på det
dopaminerga systemet (Peterson och Nutt, 2008). Intraventrikulär infusion av BDNF
med hjälp av adenovirus har ökat antalet neuroner i luktknölen, striatum, septum och
hypothalamus (Benraiss et al., 2001).
6.4.3 Neurotrofin-3
Koncentrationen av neurotrofin-3 (NT-3) i det centrala nervsystemet är hög under
fosterutvecklingen och lägre i en vuxen människas hjärna (Maisonpierre et al., 1990).
NT-3 har en stor roll i den neuronala överlevnadsförmågan och i differentieringen under
utvecklingen. Nervtillväxtfaktorn NT-3 finns i både glia- och nervceller i delar av
hjärnan såsom corpus callosum (hjärnbalken), substantia nigra, hippocampus,
cerebellum, cortex, amygdala, mitthjärnan, hjärnstammen och ryggmärgen. NT-3 har
högsta affiniteten på TrkC-receptorn men binds också till mindre grad till TrkB-
receptorn och låg affinitets NGF receptorn (p75NGFR) (Haque et al., 1996). Förändringar
i syntesen av NT-3 kan resultera i dopamin-relaterade störningar såsom PS. Forskning
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angående nervtillväxtfaktorns NT-3 verkan i PS har inte ännu kommit fram till något
genombrott.
6.4.4 Neurotrofin-4/5
Neurotrofin-4/5 (NT-4/5) aktiverar tyrosinfosforyleringen av TrkB-receptorerna och
påverkar de motoriska cellernas överlevnadsförmåga i ryggmärgen och vissa sensoriska
neuroner (Haque et al., 1996). NT-4/5 främjar överlevnaden samt differentieringen av
både dopaminerga och GABAerga neuroner under utvecklingen av substantia nigra
(Hyman et al., 1994). I mesenkefalisk primärkultur har NT-4/5 visats öka den neuronala
storleken på nervkroppen samt komplexiteten och förgreningarna av dendriterna (Studer
et al., 1995).
6.5 MANF-familjens nervtillväxtfaktorer
Den mesenkefalisk astrocyt-deriverade nervtillväxtfaktorn (MANF) samt den cerebrala
dopaminnervtillväxtfaktorn (CDNF) bildar en ny proteinfamilj som har bevarats under
evolutionens gång (Lindholm et al., 2007; Lindholm et al., 2008). Paraloga MANF och
CDNF proteiner finns i ryggradsdjur medan enkla MANF/CDNF ortolog har hittats i
ryggradslösa djur. Nervtillväxtfaktorerna finns utbrett i hjärnan, omfattande mitthjärnan
och striatum men också i flera icke-neuronala vävnader.
6.5.1 Mesenkefalisk astrocyt-deriverad nervtillväxtfaktor
Den mesenkefalisk astrocyt-deriverade nervtillväxtfaktorn (MANF) identifierades
ursprungligen i cellmediumet från en typ 1 astrocyt-ventral-mesenkefalisk cellinje
(VMCL1) av råttor (Panchision et al., 1998). Cellmediumet gynnade överlevnaden och
neuriternas utväxt av embryonala mesenkefala dopaminerga neuron i cellkultur.
MANF finns i det endoplasmatiska reticulumet (ER) samt i Golgiapparaten (Petrova et
al., 2003). MANF har visats öka överlevnaden av dopaminerga neuroner men inte av
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GABAerga eller serotonerga neuroner. MANF har förbättrat den presynaptiska
inhibitionen via GABA, vilket kan vara mekanismen med vilken MANF skyddar och
ökar livsdugligheten för de dopaminerga neuronen i substantia nigra. MANF
produceras och frigörs delvis eller helt av glia. Intrastriatal administering av MANF har
skyddat och reparerat nigrostriatala dopaminerga neuroner mot 6-OHDA (Voutilainen
et al., 2009). Lokal diffusion av MANF i striatum har påvisats vara bättre än av GDNF.
Dessutom visade det sig att intrastriatal MANF och GDNF har olika transportprofiler i
hjärnan på råttor.
MANF kan ha en neuroprotektiv effekt genom att direkt påverka de dopaminerga
nervcellerna och även genom indirekt verkan genom glutamaterga eller GABAerga
nervceller. Effekten av MANF kan bero på inhibition av stress-inducerad celldöd i det
endoplasmatiska nätverket. MANF har påträffats öka och bli mera immunoreaktiv i
cellinjer efter ER-stress och efter hjärnskada in vivo (Apostolou et al., 2008). MANF
mRNA har påvisats öka efter ischemisk hjärnskada och epileptisk trauma i
hippocampus och cortex (Lindholm et al., 2008) Dessutom har MANF visats skydda
mot ischemisk hjärnskada in vivo hos råttor (Airavaara et al., 2009). Det N-terminala
domänet av MANF och CDNF är ett saposin-liknande lipid-bindande domän, vilket
antyder att MANF och CDNF binds till lipider eller membran. Det C-terminala domänet
tros påverka ER-stress.
6.5.2 Cerebral dopaminnervtillväxtfaktor
Den cerebrala dopaminnervtillväxtfaktorn (CDNF) finns i såväl perifera icke-neuronala
som i neuronala vävnader i flera hjärnregioner i exempelvis cerebellum, cortex,
hippocampus och substantia nigra. CDNF förminskade märkbart det amfetamin-
inducerade rotationsbeteendet hos råttor när den administrerades före unilaterala 6-
OHDA injektioner i striatum (Lindholm et al., 2007). Faktorn har visats skydda nästan
fullständigt de dopaminerga neuronerna i substantia nigra. Dessutom har CDNF påvisat
ha restorativ effekt på de dopaminerga funktionerna, eftersom administrering av CDNF
fyra veckor efter intrastriatala 6-OHDA injektioner förebygger celldöd av de nigrala
dopaminerga neuronerna. Forskning har visat att CDNF har såväl neuroprotektiv effekt
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som neurorestorativ effekt och nervtillväxtfaktorn verkar vara lika effektiv som GDNF
in vivo. Resultaten från in vivo-undersökningarna tyder på att CDNF möjligen kunde
vara ett terapialternativ i PS men de molekylära interaktionerna och signalrutterna
relaterade till den neurotrofa och cytoprotektiva effekten kräver fortsatt forskning. En
viktig fråga är om CDNF har en direkt eller indirekt verkan på de dopaminerga
neuronen,  samt  om  CDNF  påverkar  mikroglia  eller  astrocyter.  För  tillfället  ser  det  ut
som CDNF har en indirekt verkan men framtiden får utvisa hur det egentligen är.
I den experimentella delen behandlar jag effekterna av MANF och CDNF på primära
cellkulturer i en neurorestorativ modell av PS.
6.6 Andra nervtillväxtfaktorer
Exempel på andra nervtillväxtfaktorer som antas ha neurotrofisk effekt på de
dopaminerga neuronen i mitthjärnan är den transformerade tillväxtfaktorn-a (TGF-a)
samt den insulin-liknande tillväxtfaktorn 1 (IGF-1). Den neurotrofiska effekten är högst
sannolikt förmedlad via gliacellerna.
6.6.1 Transformerande tillväxtfaktor-a
Den transformerande tillväxtfaktorn-a (TGF-a) hör till familjen epidermala
tillväxtfaktorer av mitogena polypeptider (Burgess 1989). Proteinet TGF-a finns i
neuronala och gliaceller, samt i både det utvecklande och vuxna nervsystemet. Ett
förslag är att tillväxtfaktorn har en autokrin eller parakrin roll i differentieringen eller
upprätthållandet av den fetala och neonatala hjärnan. Dessutom påverkar den
livsdugligheten av såväl inre celler via autokrina eller parakrina mekanismer som
striatala afferenta celler via retrogradisk transport (Seroogy et al., 1993). TGF-a har en
neuroprotektiv effekt på de dopaminerga neuronen in vitro genom direkt påverkan av
tillväxtfaktorn eller genom en indirekt neuron-gliacell interaktion (Alexi och Hefti,
1993). In vivo har det påvisats att TGF-a har en neurorestorativ effekt efter en 6-OHDA
injektion i substantia nigra hos råttor (Fallon et al., 2000)
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6.6.2 Insulin-liknande tillväxtfaktor 1
Den insulin-liknande tillväxtfaktorn 1 (IGF-1) tros ha en inverkan på hjärnans
utveckling, neuronernas och gliacellernas differentiering, gliacellernas tillväxt och
nervcellernas utväxt (Baskin et al., 1988). Höga koncentrationer av IGF-1 har
observerats i cerebellum av både utvecklande och vuxna hjärnor och den kan vara en
specifik promotor för överlevnaden av Purkinjecellerna. IGF-1 har rapporterats
förhindra den apoptotiska degenerationen av granulära neuroner i cerebellum
(Aizenman och De Vellis, 1987). Detta stöder hypotesen om att IGF-1 fungerar som en
nervtillväxtfaktor och deltar i differentieringen och överlevnaden av nervceller i
sjukdomar såsom amyotrofisk lateralskleros (ALS) och Alzheimers sjukdom. IGF-1 har
också en gynnande effekt på överlevnadsförmågan av dopaminerga neuron in vitro
(Knusel et al., 1990). Dessutom har IGF-1 visat sig ha såväl neuroprotektiv som -
restorativ effekt in vivo hos råttor efter 6-OHDA lesion (Quesada och Micevych, 2004;
Ebert et al., 2008).
7 NEUROPROTEKTIVA ELLER -RESTORATIVA STRATEGIER
Det finns fyra olika potentiella neuroprotektiva eller -restorativa strategier för PS
(Wijeyekoon och Barker, 2009). Dessa är farmakologisk läkemedelsterapi, direkt
nervtillväxtfaktorinfusion i hjärnan, cellterapi samt genterapi.
7.1 Läkemedelsterapi
Läkemedelsterapi förlångsammar sjukdomsförloppet, förbättrar de dagliga
funktionerna, livskvaliteten och överlevnadsprocenten (Factor, 2008).
Läkemedelsterapin för PS har i 40 års tid huvudsakligen varit dopaminerg och består för
tillfället av levodopa, dopaminagonister, katekol-O-metyltransferas (COMT)-hämmare
samt monoamin (MAO)-hämmare. Det finns ett flertal läkemedel (levodopa och
dopaminagonister), som är effektiva i ett antal år, men deras effekt försvinner
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allteftersom de dopaminerga neuronernas antal minskar och åtföljs av besvärliga
biverkningar. Allteftersom sjukdomen framskrider förekommer problem relaterat till
läkemedlen, såsom läkemedels-inducerade motoriska komplikationer, ”on-off”
fluktuationer och levodopa-inducerade dyskinesier (Wijeyekoon och Barker, 2009).
Kliniska försök på otaliga potentiella läkemedel har gjorts (Hung och Schwarzschild,
2007). I bild 6 ges en överblick av de olika läkemedelsterapierna och deras
verkningsmekanismer i PS.
Bild 6. Verkningsmekanismer för olika läkemedelsterapier i Parkinsons sjukdom.
7.1.1 Levodopa
Levodopa (3,4-dihydroxi-L-fenylalanin) är för närvarande hörnstenen i symptomatisk
terapi av PS. Levodopa tas upp av de dopaminerga neuron och omvandlas till dopamin
med hjälp av aromatisk aminosyra dekarboxylas. Levodopa ges tillsammans med
dekarboxylas-inhibitorer såsom karbidopa eller benserazid. Inhibitorerna förhindar
levodopas nedbrytning i andra delar av kroppen förutom i CNS och minskar de perifera
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biverkningarna. I långa tider spekulerades det om levodopa möjligtvis har toxisk verkan
på dopaminerga neuroner, vilket skulle leda till snabbare nigral degeneration (Factor,
2008). Men till dags dato finns det inga forskningsdata som stöder påståendet.
En nackdel med levodopa är att administreringen sker pulserande. Detta leder till
motoriska fluktuationer och dyskinesier. Det finns en ”lagringshypotes” som förklarar
de motoriska fluktuationerna som så, att i och med sjukdomens progression, minskar de
dopaminerga neuronen hela tiden och därför metaboliseras levodopa till dopamin av
neurala celler som saknar det ”dopaminerga maskineriet” (Carta et al., 2006). Resultatet
är att dopamin frigörs pulserande och leder till postsynaptiska förändringar samt
motoriska komplikationer. Undersökning har visat att levodopas dos är en faktor som
påverkar motoriska komplikationer såsom dyskinesier och att effekten avtar. Dessa
faktorer kan uppkomma såpass tidigt som efter fem eller sex månader (Fahn och
Parkinson Study Group, 2005). Om man gradvis slutar med levodopa under tre-dagars
tid, uppkommer inte det neuroleptiska syndromet.
En annan undersökning visade att levodopa förbättrade PS i ett dos-respons mönster
jämfört med placebo, där den största dosen på 600 mg/dag gav den maximala effekten
(Fahn et al., 2004). Dessvärre orsakade den här dosen 16 % mera dyskinesier än
placebo. Undersökningens slutsats var att levodopa antingen gör sjukdomsförloppet
långsammare eller har en förlängd effekt på symptomen. Levodopa används i den lägsta
effektiva dosen och små doser med korta mellanrum bör undvikas, eftersom den
förorsakar dyskinesier och fluktuationer. I Bild 7 kan man se en schematisk modell på
hjärnfunktionerna i normalt tillstånd, i Parkinsonism samt vad som antas hända i
levodopa-inducerad dyskinesi.
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Bild 7. Schematisk klassisk modell av de basala ganglierna a) i normalt tillstånd b)
i  Parkinsonism och c) i levodopa-inducerad dyskinesi. Excitatoriska signaler är
märkta med röda pilar och inhibitoriska signaler med blåa pilar. Den största regionen
av de basala ganglierna (striatum, som omfattar putamen samt caudate nucleus) som tar
emot det neuronala flödet är ansluten till den största regionen (GPi oh SNr) som matar
ut det neuronala flödet genom direkta och indirekta rutter som har synaptiska
förbindelser i GPe och STN. a) Dopaminerga neuroner i SNc förstärker de inhibitoriska
neuronen i den direkta rutten och förminskar den excitatoriska signalen i den indirekta
rutten. b) I Parkinsons sjukdom leder förlust av dopamin till överaktivitet i STN och
GPi regionerna, vilket leder till inhibition av hjärnstammens och thalamokortikala
neuroner samt utveckling av de karakteristiska motoriska symptomen i Parkinsonism c)
Dyskinesierna tros vara en följd av överskott i nivån av dopaminerg aktivering, vilket
förorsakar minskat neuronalt flöde i STN och GPi, med minskad inhibition av thalamus
och överexcitation i de kortikala motoriska områdena. SNc= substantia nigra pars
compacta, GPe= external globus pallidus, STN= subthalamiska kärnan, VL= ventralis
lateralis, GPi= internal globus pallidus, SNr= substantia nigra pars reticularis, PPN=
pedunculopontine kärnan, DA= dopamin. (Bild modifierad från Olanow, 2004)
7.1.2 Dopaminagonister
Dopaminagonisterna stimulerar de oskadade postsynaptiska dopaminreceptorerna i
striatum (Factor, 2008). De har ingen upptagningssamverkan med näringstillskott som
innehåller neutrala aminer, passerar blod-hjärnbarriären utan problem och
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elimineringens halveringstid är längre än levodopas. Fastän dopaminagonisterna binds
till specifika receptortyper av dopaminreceptorerna kan det uppstå biverkningar såsom
psykos, ortostatisk hypotension och problem med gången. Andra biverkningar är att
man somnar lätt och plötsligt. Dessutom kan dopaminagonisterna bidra till störningar
med impulskontrollen såsom hypersexualitet samt spel- och köpberoende. De äldre
dopaminagonisterna är bromokriptin samt kabergolin som är ergotderivat och de nyare
dopaminagonisterna är pramipexol, ropinirol, rotigotin-plåster och injicerbara
apomorfin. Ergotderivaten kan förorsaka pleurit och fibros speciellt i lungorna,
hjärtklaffarna och i magområdet, därför är icke-ergotderivaten tryggare och säkrare att
använda. De nyare dopaminagonisterna har ett bredare terapeutiskt fönster och risken
för dyskinesier är mindre. Dopaminagonisternas effekt är lägre än med levodopa men
bättre än med amantadin, antikolinerger och MAO-B-hämmare.
Pramipexol har både pre- och postsynaptisk effekt på dopamin (D2)-receptorer. Den har
sju gånger högre affinitetet på D3-receptorerna än D2-receptorerna, och minst på D4-
receptorerna. Pramipexol binds också i viss grad till a2-adrenoreceptorerna och
fungerar där som en autoreceptor agonist när de presynaptiska dopaminerga neuronen
ännu är oskadade samt när ingen denervering i de postsynaptiska neuronen har skett.
Pramipexol och ropinirol har undersökts i kliniska försök. Pramipexol framkallade
mindre reduktion i återupptagningen av biomarkörerna jämfört med levodopa, vilket
tyder på en neuroprotektiv effekt (Parkinson Study Group, 2002). Ropinirol binds till
D3-  och  D2-receptorerna och har ingen affinitet på D1-receptorer. Ropinirol gör att
sjukdomen framskrider långsammare och dyskinesier uppkommer i mindre grad än med
levodopa (Whone et al., 2003). Inga kontrollgrupper användes dock i dessa kliniska
försök.
7.1.3 Katekol-O-metyltransferas-hämmare
Katekol-O-metyltransferas (COMT)-hämmarna fungerar antingen centralt eller perifert
genom att inhibera metabolismen av levodopa till 3-O-metyldopa (3-OMD) (Jorga,
1998). De ökar levodopas halveringstid och biotillgänglighet. Varken den maximala
36
plasmakoncentrationen (Cmax) eller tidpunkten för den maximala koncentrationen
(Tmax) förändras utan endast effekten av levodopa förlängs. Tolkapon och entakapon är
COMT-hämmare med lite olika farmakologiska egenskaper. Entakapon inhiberar
perifert COMT-enzym medan tolkapon inhiberar både perifert och centralt COMT-
enzym (Kaakkola och Männistö, 1999). Tolkapon har större biotillgänglighet (68 %
kontra 36 %), Cmax, Tmax och COMT-enzym aktivitet än entakapon. Tolkapon ökar
levodopas halveringstid med 80 % jämfört med 40 % för entakapon. Tolkapon är mera
potent än entakapon. Eftersom tolkapon har längre inhibitorisk effekt på COMT behövs
den doseras endast tre gånger per dag medan entakapon måste doseras med varje dos av
levodopa (Olanow et al., 2009b). COMT-hämmarna minskar fluktuationera och
dyskinesierna som uppkommer i samband med levodopa-behandling. Tolkapon har
dock visat sig förorsaka leverskador, vilket kräver att levervärdena aspartat
aminotransferas och alanin aminotransferas bör kontrolleras med jämna mellanrum.
7.1.4 Monoaminoxidas-hämmare
Monoaminoxidaserna (MAO) är intracellulära enzymer (i det yttre membranet av
mitokondrierna) som påverkar den oxidativa deaminationen av monoaminer såsom
dopamin (Factor, 2008). Typ B är den primära formen av enzymen i hjärnan, upp till 80
%  av  alla  MAO-enzym  utgörs  av  typ  B.  MAO-B  är  vanligtvis  extraneuronala  och
belägna huvudsakligen i astrocyterna. Inhibition av det här enzymet förbättrar effekten
av det endogena dopaminet samt av dopaminet som syntetiseras från levodopa.
Selegilin och rasagilin är irreversibla MAO-B-hämmare med en effekt som pågår så
länge som enzymet är aktivt i ungefär 40 dagar. Rasagilin är mera potent än selegilin
och båda doseras en gång per dag.
En ny undersökning visar resultat på att rasagilin kan förlångsamma sjukdomsförloppet
och ha neuroprotektiv effekt i PS med dosen 1 milligram per dag (Olanow et al.,
2009a). Undersökningen var ett placebokontrollerat dubbelblindtest på ungefär 1200
personer med obehandlad PS. Rasagilinbehandlingen påbörjades antingen genast och
pågick i 72 veckor eller fördröjt med placebo först i 36 veckor och sedan rasagilin i 36
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veckor. Förändringarna mättes enligt UPDRS-skalan. Med dosen 2 milligram per dag
framkom emellertid inte samma resultat, vilket kräver ytterligare forskning som
bekräftar resultaten. Detta kan dock påverka den nuvarande vårdpraxisen.
I ett tidigt skede av PS är levodopa den mest potenta läkemedelsterapin med åtföljande
av dopaminagonisterna och MAO-hämmare (Factor, 2008). I framskriden PS minskar
tolkapon, apomorfin och pramipexol mest symptomen medan rotigotin, ropinirol,
entakapon samt MAO-hämmare har mindre effekt.
7.1.5 Antioxidanter
Antioxidanterna E-vitamin, koenzym Q10 och kreatin undersökts i kliniska försök.
Kreatin och minocyclin har undersökts i kliniska försök och resultaten var så pass
lovande  att  man  fortsatte  till  fas  tre  av  kliniska  försök  (The  NINDS  NET-PD
Investigators, 2006). Kreatin monohydrat är ett kosttillskott som används för att öka
styrka och muskelvolym. Kreatin har en viktig funktion i energiproduktionen i
mitokondrierna, vilket skulle vara nyttigt i PS, där brist på komplex 1-aktivitet i
trombocyterna har påvisats. Minocyclin är en semisyntetisk andra generationens
tetracyklin. Minocyclin har anti-inflammatorisk effekt som är oberoende av den
antimikrobiska effekten. I PS är förlusten av de dopaminerga neuronen i substantia
nigra associerad med aktivering av gliacellerna som följs av en inflammatorisk
reaktion.
7.1.6 Anti-apoptotiska ämnen
Det anti-apoptotiska ämnet TCH346 påminner till strukturen om selegilin men har ingen
MAO-hämmande funktion (Hung och Schwarzschild, 2007). Dess antiapoptotiska
effekt tros ha att göra med att den binds till glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenas. En
annan anti-apoptotisk representant är CEP-1347, som inhiberar olika kinaser vilka
aktiverar c-Jun N-terminal kinas signalsystemet, vilket påverkar cellernas apoptos.
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Propargylaminerna CEP-1347 och TCH346 har efter lyckade prekliniska försök kommit
till kliniska försök men sedan visat sig ha ingen neuroprotektiv effekt (Olanow et al.,
2006; The Parkinson Study Group PRECEPT Investigators, 2007). Detta kan bero på att
djurmodellerna inte mönstrar den egentliga patogenesen av PS, som verkar innehålla
flera olika skeden och förändringar i hjärnan. Dessutom är det svårt att extrapolera
dosen från djurförsök till kliniska försök samt att definiera en giltig klinisk ändpunkt.
Anti-apoptotiska ämnen tros ha den största effekten tidigt i sjukdomen när cellförlusten
är som snabbast. Framtida forskning borde rekrytera patienter i ett så tidigt skede som
möjligt efter diagnosen, men detta kräver utveckling av biomarkörer i PS, vilka
försäkrar att diagnosen är rätt.
7.1.7 Nervtillväxtfaktorer som läkemedel
Det finns flera olika alternativ hur man kan administrera nervtillväxtfaktorer i hjärnan,
såsom kontinuerlig, engångs- eller upprepad administrering med hjälp av minipump,
biologiskt nedbrytbar mikrosfär, inkapslade celler, nervtillväxtfaktor-producerande
transplantat eller genterapi.
Bland annat GDNF har undersökts som en direkt infusion till hjärnan för att rädda de
dopaminerga neuronen (Patel et al., 2005; Lang et al., 2006). En fördel med direkt
GDNF infusion är att man har full kontroll över den administrerade dosen (Gill et al.,
2003). Nackdelar är att infusionen kan skada vävnaden och förorsaka ödem, dessutom
måste infusionssystemet underhållas och skötas om för att fungera. Ett annat sätt är att
implantera GDNF-frigörande mikrosfärer, som i forskning har visats skydda
dopaminerga neuroner upp till sex veckor efter implantation och 6-OHDA lesion i
striatum (Gouhier et al., 2002). Mikrosfärerna är biokompatibla icke-toxiska polymerer,
vilka frigör läkemedlet långsamt under en längre tid och därför har mindre risk för
biverkningar. Ett problem kan vara om mikrosfären är defekt och frigör allt läkemedel
på en gång, vilket kan leda till vävnadsskador. Nervtillväxtfaktorn sönderfaller då i
kroppen eftersom den inte har ett skyddande hölje, vilket minskar läkemedelseffekten.
Andra svårigheter med läkemedelsdiffusion är att läkemedel kan bindas till vävnader
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och de  flesta  läkemedel  som frigörs  från  mikrosfärer  kan  inte  diffundera  längre  än  tre
millimeter (Saltzman et al., 1999). Den här begränsningen är inte endast en nackdel,
eftersom lokal administration är att föredra i PS.
7.1.7.1 Kliniska försök med GDNF
Kliniska försök både med intracerebroventrikulär (ICV) och intraputaminal
administrering har gjorts på GDNF. Eftersom preklinisk forskning visade att GDNF
hade neuroprotektiv och -restorativ effekt i djurmodeller av PS, samt att den
intracerebroventrikulära rutten fungerade i apor, ledde detta till att Amgen satsade på
kliniska försök. Försöken fas I-II var randomiserat placebo-kontrollerade
dubbelblindtest gjorda i multicenter. Det humana rekombinanta biologiskt aktiva GDNF
var tillverkat i Escherichia coli utan  att  vara  glykosylerat,  såsom  endogent  GDNF.
Effekten av placebo, 25, 75, 150, 300 och 500 till 4000 mg GDNF administrerat
månatligen upp till 28 månader genom en implanterad subkutan port fastsatt i en
intraventrikulär kanyl (Nutt et al., 2003). GDNF var biologiskt aktiv till och med med
den lägsta dosen 25 mg. Biverkningar som förekom var anorexi, illamående,
hyponatremi samt Lhermittes symptom som känns som en elektrisk stöt som går ned
längs ryggen och ut i låren när huvudet böjs framåt. Resultatet från undersökningen var
dock att ingen förbättring av Parkinsonismen påträffades. En förklaring till resultatet är
att ICV-administreringen av GDNF inte nådde det avsedda målområdet.
Forskningsgruppen Gill et al. (2003) använde i sitt kliniska försök direkt infusion av
GDNF i skalkärnan (putamen) via implanterade katetrar och SynchroMed-pumpar.
Infusionerna var bilaterala i fyra patienter, medan en hade unilateral fusion. Efter de tre
första månaderna förekom en 39 % förbättring i de motoriska off-symptomen av
UPDRS. Dessutom förbättrades rörligheten i det dagliga livet med 61 %. Dessa
förändringar bestod i två år (Patel et al., 2005). Den enda biverkningen som uppkom var
Lhermittes symptom. Detta ledde till ett Amgen gjorde ett randomiserat,
placebokontrollerat dubbelblindtest med 34 patienter som fick en bilateral infusion av
GDNF (Lang et al., 2006). Kateterns yttre diameter var en aning större och
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infusionshastigheten var 15 ?g av GDNF per putamen per dag jämfört med 14 ?g per
dag, förutom de tre första månaderna då den använda dosen var 43 ?g, i den tidigare
undersökningen. Resultaten blev att ingen signifikant klinisk effekt hittades på GDNF
och dessutom bildade ungefär hälften av patienterna antikroppar mot GDNF. Samtidigt
gjordes toxicitetsstudierna i apor med GDNF 100 ?g per dag, där det framkom en
förlust av Purkinjeceller. Fastän det inte upptäcktes någon toxicitet av GDNF i de
kliniska resultaten, gjorde bristen på GDNFs effekt i det randomiserade kliniska
försöket att Amgen lade ned all klinisk forskning. En annan öppen klinisk studie med
unilateral administrering av GDNF i putamen genom en kanyl med många portar, gav
resultaten 45 % förbättring i de motoriska symptomen av UPDRS med doser upp till 30
?g per dag (Slevin et al., 2005, 2007). I över hälften av patienterna uppkom antikroppar
mot GDNF.
Skillnaderna i resultaten av de här tre undersökningarna har lett till mycket diskussion
och tvistemål. Den största frågan är administreringen av GDNF i putamen med olika
infusionsmetoder. Fördelningen av GDNF skedde nära katetrarna förutom med
multiportskatetern där administreringen ledde till en högre volym av fördelning. Den
mest sannolika orsaken till att de kliniska försöken inte lyckades var den begränsade
fördelningen av GDNF i putamen, vilket orsakades av GDNFs låga diffusionsgrad.
Osäkerheten kring studierna med intraputaminal infusion kräver ytterligare utredning
innan sökandet av den terapeutiska nyttan med nervtillväxtfaktorer kan fortsätta.
7.1.7.2 Kliniska försök med NRTN
Ceregene har gjort kliniska försök med intraputaminal administering av NRTN (Marks
et al., 2008). Genen för neurturin administrerades med serotyp 2 adeno-associerat virus
(CERE-120), som har som specifikt målområde neuroner. I en öppen fas I-studie, i
vilken 12 patienter deltog, gavs CERE-120 som intraputaminala injektioner. Inga
kliniskt signifikanta biverkningar uppkom och ingen toxicitet förekom. De flesta
biverkningar som uppkom var relaterade till den stereotaktiska hjärnoperationen och de
var förutsedda. Ingen patient utvecklade dyskinesier. En förbättring på 36 % i de
motoriska symptomen av UPDRS framkom i resultaten. På grund av de här
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uppmuntrande resultaten gjorde Ceregene en fas 2, randomiserad, multicenter, klinisk
dubbelblindsundersökning med 58 patienter. De fick alla en administrering av CERE-
120 i putamen med hjälp av en stereotaktisk operation och följdes upp i minst 12
månader.  Resultaten var dock en besvikelse (Ceregene Inc., 2009). NRTN fanns i
putamen men inte i cellkropparna på de degenererade neuronen i substantia nigra,
vilket tydde på att den axonala transporten av proteinet till de degenererade
nigrostriatala neuronen var ofullständig. Genom att modifiera doseringen så att
läkemedlet når cellkropparna i substantia nigra, kunde man överbygga
transportproblemen. Både GDNF och NRTN binds med hög affinitet till heparansulfater
i den extracellulära matrixen, vilket begränsar volymen som fördelas i kroppen
(Hamilton et al., 2001; Salvatore et al., 2006). Ett sätt att förbättra distributionen till de
rätta delarna av hjärnan skulle vara att hitta andra nervtillväxtfaktorer med låg affinitet
till den extracellulära matrixen.
7.2 Cellterapi
I cellterapi för PS ersätter man förlusten av dopaminerga neuroner med nya celler, till
exempel genom att transplantera fetala ventrala mesencefalon (FVM) (Björklund et al.,
2003). Därtill kan celler användas för att ge stöd av nervtillväxfaktorer att rädda de
dopaminerga nervcellerna, exempelvis genom att implantera en cellinje som utsöndrar
GDNF (Yasuhara et al., 2005). Neurala stamceller kan odlas och differentieras till en
specifik nervcellstyp ex vivo. Efter transduktionen kan de transplanteras i hjärnan där de
migrerar och förlänger sina signalrutter. Det positiva med neurala stamceller är att de
inte bildar teratom. Behrstock et al. (2006) modifierade genetiskt humana neurala
stamceller och de avgav GDNF i tre månader i hjärnor på råttor och apor.
För att de dopaminerga neuronen skall överleva en intracerebral transplantation, måste
den ventrala mesencefalon donatorvävnaden vara omogen, vilket betyder från embryon
eller foster. De stamcell-deriverade dopaminerga nervcellerna dör lätt under
transplantationen om de utvecklas länge in vitro före transplantering. Även om man
använder donatorvävnad i optimal ålder är överlevnadskvoten endast 5-20 % av de
transplanterade dopaminerga neuronen (Brundin et al. 2000; Sortwell, 2003).
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Majoriteten av cellerna dör under odlingen, transplantationsförberedelserna och inom de
första dygnen efter injektion i värdhjärnan. Detta har man försökt undvika genom att
prova olika transplantationsmetoder, tillsätta olika nervtillväxtfaktorer,
kaspashämmande ämnen eller andra ämnen som minskar den oxidativa stressen. En del
sätt har varit effektiva och ökat mängden transplanterade celler med två till fyra gånger.
I  bästa  fall  har  klinisk  forskning  bevisat  att  effekten  är  så  signifikant  att  patienter  har
kunnat återgå till sitt jobb efter förtidspensionering (Hagell et al., 1999). Dessvärre har
det i vissa patienter uppstått transplantat-inducerade dyskinesier, vilket har lett till
mindre klinisk forskning. Ett annat bakslag är att man har hittat a-synuklein-inklusioner
i transplanterade neuroner hos avlidna patienter, vilket tyder på att den patogena
processen i PS påverkar de transplanterade nervcellerna eller så förlorar de sin
funktionella kapacitet med tiden (Li et al., 2008).
7.3 Genterapi
7.3.1 Stamceller
I genterapin tillför man nervtillväxfaktorer eller faktorer som stöder de dopaminerga
nervcellerna (Marks et al., 2008). Lovande genterapimetoder är användning av
stamceller från embryon (ESC) och inducerade pluripotenta stamceller (iPS). Humana
ESC härleddes första gången år 1998 av Thomson et al.  De  här  pluripotenta  cellerna
isoleras från inre cellmassan av blastocysten. De har en unik förmåga att obegränsat
förnya sig in vitro. De största utmaningarna är att bilda tillräckligt stora mängder av de
differentierade cellerna, att garantera att inga celler som förökar sig och bildar tumörer
blir kvar i den transplanterade vävnaden. Därutöver är det viktigt att de transplanterade
dopaminerga neuronen överlever och utvidgar sina axoner, bildar synapser, syntetiserar
och frigör dopamin samt bildar nerver i värdens striatum (Rodriguez-Gomez et al.,
2007; Cho et al., 2008).
Induktionen av dopaminerga neuroner från ESC görs huvudsakligen på två olika sätt.
Genom samkultur med stromaceller eller genom embryonala kroppar och lösliga
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faktorer. I forskning har man dock stött på problem såsom låg överlevnadsgrad för
tyrosinhydroxylas (TH)- positiva neuroner efter transplantation, vävnadsavstötning och
risk för teratom eller tumörer. Det etiska problemet kunde lösas genom att härleda celler
från en vuxen människas vävnad genom autolog transplantation. Då kunde de neurala
stamcellerna tas från själva patienten, differentieras och slutligen transplanteras tillbaka
som dopaminerga neuroner. Neurala stamceller är multipotenta, det vill säga de har
förmågan att differentieras till neuroner, astrocyter och oligodendrocyter (Reynolds och
Weiss, 1996).
7.3.2 Rekombinanta virus
Rekombinanta virus har också undersökts som möjliga administeringssätt av
nervtillväxtfaktorer. Bland annat adenovirus, adeno-associerat virus och lentivirus har
framgångsrikt testats och utvecklats under de senaste decennierna. Virala vektorer är i
kliniskt syfte trygga och ofarliga att använda, dessutom har de låg toxicitet, är genetiskt
stabila och är inte immunogena. Connor et al. (1999) använde adenovirus som vektor
för  GDNF  i  substantia  nigra  en  vecka  före  striatal  lesion  med  6-OHDA  hos  råttor.
Resultatet var att de TH-positiva cellerna ökade med 86 %, men en liten vektortoxicitet
uppstod. Med hjälp av adeno-associerad virusvektor i striatum tre veckor innan striatal
lesion med 6-OHDA hos råttor kom Mandel et al. (1997) fram till en ökning på 73 % av
de TH-positiva cellerna. Lentivirusvektorer har undersökts på råttor, möss och rhesus
apor (Bensadoun et al., 2000; Kordower et al., 2000). Rosenblad et al. (2000) kom upp
till en ökning på 126 % av TH-positiva celler efter injektion av GDNF med
lentivirusvektor i substantia nigra en vecka innan striatal lesion med 6-OHDA i råttor.
Det största problemet med adenovirus vektorer är att de kan sätta igång en stark
immunologisk reaktion, vilket gör att de vektorförsedda cellerna dör och den positiva
verkan av nervtillväxtfaktorerna försvinner (Deierborg et al., 2008). Därför har den
adeno-associerade virusvektorn blivit mera populär i genterapi in vivo,  eftersom  den
varken är patogen eller immunogen. Adeno-associerade vektorn kan även integrera sig
stabilt i värdcellens genom på ett specifikt ställe, därför minskar också risken för
insertionsmutationer. Lentivirusvektorn har stor kapacitet att klonas, hög
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transduktionseffektivitet och låg toxicitetsgrad vid långvarig expression. I de flesta
undersökningar åstadkom inte lentivirusvektorn högre antal TH-positiva celler än den
adeno-associerade virusvektorn. Dessvärre finns det även risk för insertionsmutationer
med lentivirusvektorn, vilket kan leda till störningar i genfunktionen och att tumörer
bildas. Nervtillväxtfaktorn GDNF måste administreras till hjärnskadan innan
neurodegenerationen har gått för långt för att kunna ha en neurorestorativ och -protektiv
nigrostriatal effekt.
Klinisk forskning har också gjorts på neurturin, som gentransplanterades med hjälp av
en adeno-associerad vektor i striatum. Forskningen visade att detta är ett ofarligt och
effektivt administreringssätt (Marks et al., 2008). Grundläggande fas I-undersökningar
av administering med det adeno-associerade viruset 2 med gener för aromatisk
aminosyradekarboxylas samt för tymidinkinas till putamen har även gjorts men det
återstår att se hurdana resultat påföljande forskning kommer med (Peterson och Nutt,
2008). Användning av ESC verkar vara den mest lovande genterapin i framtiden.
För att få till stånd ett neuroprotektivt och -restorativt medel för PS krävs det att vi vet
mera om sjukdomens patogenes. I sjukdomsbehandlingen av PS har man inte nått någon
större framgång, vilket kan bero på att de använda djurmodellerna inte tillräckligt bra
återger händelseförloppet av de neurodegenerativa sjukdomarna eller så förorsakas den
neuronala celldöden av en mängd händelser, vilket inte ett enskilt läkemedel kan hjälpa.
Betydelsen av multi-neuroprotektiv läkemedelsterapi bör övervägas, i likhet med cancer
och förvärvat immunbristsyndrom (AIDS) (Grünblatt et al., 2000).
8 SAMMANFATTNING
Parkinsons sjukdom är en ännu obotlig och långsamt framskridande sjukdom. Innan de
synliga symptomen finns har processen latent pågått i flere år. Tillsvidare kan man inte
hindra sjukdomen från att bryta ut. Parkinsons sjukdom kan inte ännu diagnostiseras
med varken blodprov, röntgen- eller magnetundersökning. Sjukdomen diagnostiseras
alltid genom en neurologisk undersökning och intervju. Av hela befolkningen är det 1-2
45
personer av tusen som insjuknar i Parkinsons sjukdom. Hos personer över 70 år är det
redan 1-2 personer av hundra. Det är alltså fråga om en rätt allmän sjukdom.
Tills vidare finns ingen behandling som botar sjukdomen. Med dagens mediciner kan
man ändå rätt väl få symptomen under kontroll. Fördjupad kunskap om Parkinsons
sjukdoms verkliga verkningsmekanismer är dock ett måste för att kunna utveckla
restorativa läkemedelsterapier. Många faktorer har visats påverka patogenesen av PS.
Två av dessa faktorer är mikrogliacellerna samt nervtillväxtfaktorerna.
Mikrogliacellerna verkar ha en dubbel roll i PS. De producerar både skyddande
(nervtillväxtfaktorer och anti-inflammatoriska cytokiner) och skadliga (vissa cytokiner
och reaktiva syre- eller kväveföreningar) ämnen, vilket påverkar de dopaminerga
neuronen. Nervtillväxtfaktorernas effekt i PS är att främja överlevnaden av de
dopaminerga neuronen genom att dämpa apoptos-systemet. Stora förhoppningar lades
på nervtillväxtfaktorerna men efter många besvikelser är forskarna mera realistiska.
Som det nu ser ut verkar multi-protektiv läkemedelsterapi vara det ända rätta eftersom
det har visat sig att Parkinsons sjukdom omfattas av ett flertal mekanismer och
förändringar i kroppen.
Under de senaste åren har läkemedelsterapin i Parkinsons sjukdom utvecklats i snabb
takt. Läkemedelsforskning pågår hela tiden på olika håll i världen. För tillfället
utvecklas ett flertal nya Parkinson-mediciner, som för tillfället testas. Det är alltså
troligt, att behandlingen hela tiden kommer att förbättras.
II EXPERIMENTELL DEL:
DEN NEURORESTORATIVA EFFEKTEN HOS CDNF OCH MANF PÅ




Uppkomsten av Parkinsons sjukdom (PS) tros bland annat vara en följd av
mikrogliacellernas aktivering och pro-inflammatoriska effekt (Qian och Flood, 2008).
Mikroglia avlägsnar skadade neuroner och främmande ämnen genom fagocytos. Därtill
utsöndrar de pro-inflammatoriska faktorer såsom prostaglandiner, TNF-a,  IL-1 och de
fria radikalerna super- och kväveoxid. Dessa giftiga ämnen är nödvändiga för kroppens
normala funktion, men mikrogliasystemet måste strikt reguleras för att undvika att det
överaktiveras och får neurotoxiska konsekvenser, i egenskap av neurodegenerativa
sjukdomar som till exempel PS (Nelson et al., 2002; Liu och Hong, 2003). Mitthjärnan
omfattar substantia nigra och den innehåller 4,5 gånger mera mikroglia jämfört med
andra delar av hjärnan (Kim et al., 2000). Dopaminerga celler i substantia nigra är
ytterst känsliga för oxidativa och inflammatoriska reaktioner (McGeer och McGeer,
2004). I PS uppkommer en kraftig inflammationsreaktion i substantia nigra och aktiva
mikroglia och astrocyter är framträdande i detta område. Av gliacellerna består 10 % av
mikroglia. PS förorsakar förminskad glutationnivå (Di Monte et al., 1992; Sian et al.,
1994), förhöjd järnnivå (Good et al., 1992), ökad lipid peroxidas funktion (Dexter et al.,
1989) och förminskad aktivitet av komplex 1 i mitokondrierna (Schapira et al., 1990;
Mizuno et al., 1995). Ett flertal neurotrofiska faktorer har visat sig skydda neuroner mot
oxidativa reaktioner (Hou et al., 1997)
1.1 Nervtillväxtfaktorer
Nervtillväxtfaktorer är små proteiner som produceras av en rad olika celltyper
(Bespalov och Saarma, 2007). De främjar cellernas överlevnadsförmåga och
differentiering men har också inverkan på nervcellernas död och utvecklingen av andra
vävnadstyper. Nervtillväxtfaktorerna reglerar antalet neuroner i en viss population,
nervcellernas förgrening och synaptogenesen, synaptisk plasticitet och mognaden av
nervcellernas fenotyp, genom att aktivera specifika nervtillväxtfaktorreceptorer
anknytna till kinaser. Det vanligaste kinaset är transmembranreceptorns tyrosinkinas.
Klassificeringen av nervtillväxtfaktorerna sker i tre stora grupper: neurotrofiner
(nervtillväxtfaktor, hjärn-deriverad nervtillväxtfaktor (BDNF), NT-3 och NT-4/5),
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neurokiner (ciliär nervtillväxtfaktor, interleukin 6, leukemi-inhibitoriska faktorn,
kardiotrofin 1 och så vidare) och GDNF familjens ligander (gliacell-deriverad
nervtillväxtfaktorn (GDNF), neurturin (NRTN, Kotzbauer et al., 1996), artemin
(ARTN, Baloh et al., 1998) och persefin (PSPN, Milbrandt et al., 1998).
GDNF upptäcktes år 1993 för sin förmåga att gynna de dopaminerga neuronernas
överlevnad, vilket skulle ha stor betydelse i PS. Forskning har redan påvisat att GDNF
har både neurorestorativ och neuroprotektiv effekt i djurmodeller av PS (Tomac et al.,
1995). Kliniska försök har gjorts med varierande resultat. I försök gjorda av Gill et al.,
2003 och Patel et al., 2005 påvisades klinisk förbättring och enligt Lang et al., 1996 har
GDNF låg klinisk effekt. Problemet med nervtillväxtfaktorerna är administreringen till
hjärnan genom blod-hjärn-barriären (BHB), biverkningar på grund av receptorbindning
i andra organ eller delar av kroppen och låg diffusionsgrad (Andressoo och Saarma,
2008).
Den cerebrala dopaminnervtillväxtfaktorn (CDNF) och den mesenkefaliska astrocyt-
deriverade nervtillväxtfaktorn (MANF) bildar en ny grupp av nervtillväxtfaktorer som
har bevarats genom evolutionens gång. CDNF har enligt forskningsresultat
neuroprotektiv och -restorativ effekt i 6-OHDA-inducerade råttmodeller av PS
(Lindholm et al., 2007). CDNF är åtminstone lika effektiv som GDNF och effekten är
mera specifik för de centrala dopaminerga neuronen i motsats till GDNF som påverkar
flera områden. Också MANF har neuroprotektiv verkan i råttmodeller av PS inducerad
av 6-OHDA (Petrova et al., 2003). CDNF och MANF har inte främjat överlevnaden av
perifera sympatiska eller sensoriska nervceller in vitro, vilket möjligtvis kan betyda
mindre biverkningar jämfört med andra nervtillväxtfaktorer (Andressoo och Saarma,
2008). Däremot påverkar både CDNF och MANF också flera icke-neurala organ, vilket
måste tas i beaktande. MANF har en specifik effekt på de dopaminerga nervcellerna och
påverkar varken de serotonerga eller GABAerga nervcellerna (Petrova et al., 2003).
Man vet dessutom ännu ingenting om CDNFs respektive MANFs signalrutter eller
receptorer (Andressoo och Saarma, 2008). De kan fungera på helt andra sätt än de
nervtillväxtfaktorer man för tillfället vet om.
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1.2  Djurmodeller med toxin för Parkinsons sjukdom
Det finns två olika typer av toxin-djurmodeller för PS. Den första typen grundar sig på
att man administrerar ett oxiderande ämne exempelvis rotenon eller 6-hydroxidopamin,
som tas upp av de dopaminerga cellerna. Den andra typen baserar sig på en lokal
administration av ett inflammatoriskt ämne, såsom lipopolysackarid, 1-metyl-4-fenyl-
1,2,3,4-tetrahydropyridin (MPTP) eller ?-synuklein (McGeer och McGeer, 2008).
MPTP-modellen antyder att inflammationen i substantia nigra kan uppstå av sig själv
medan ?-synuklein-modellen tyder på att överexpressionen av detta endogena protein
kan vara källan till inflammationen. MPTP är en inhibitor av mitokondriekomplexet I
och förstör de dopaminerga neuronen genom att producera reaktiva syreföreningar
(Hung och Schwarzschild, 2007). 6-OHDA förorsakar också oxidativ skada och
kommer in i nervcellerna genom katekolamintransportern. Båda modellerna framkallar
akut degeneration av de nigrostriatala neuronen men bildar inga Lewy-kroppar. Detta
gör att djurmodellerna är begränsade och inte mönstrar alla delar av PS. Det finns
dessutom ett flertal genetiska modeller av PS som bland annat saknar gener som DJ-1,
Parkin eller PINK1. Ett förslag på en ny modell som baserar sig på proteosomal
inhibition har uppkommit, eftersom patogenesen av PS tros innefatta dysfunktion i
ubiquitin-proteasom systemet. Men den nya modellen kräver ännu validering innan den
kan användas.
1.3 6-hydroxidopamin
6-hydroxidopamin (6-OHDA) är en av de mest använda neurotoxin för att inducera
degeneration av dopaminerga nervceller både in vivo och in vitro i olika modeller av PS
(Blum et al., 2001). 6-OHDA är en hydroxylerad analog till det naturliga
neurotransmittorämnet dopamin och tas upp av dopaminnervcellerna genom
dopamintransportern (DAT) och av noradrenalinnervcellerna genom
noradrenalintransportern (NAT). Ursprungligen isolerades 6-OHDA av Senoh år 1959
(enligt Blum et al., 2001) men Porter et al. (1963, 1965) och Stone et al. (1963)
påvisade den biologiska effekten, vilken var att 6-OHDA förmår tömma noradrenalinet
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i hjärtat, en del av det autonoma nervsystemet. Kort därefter visade flera forskningar att
6-OHDA kan förstöra nervändorna på sympatiska nervceller (Tranzer och Thoenen,
1967, 1968). 6-OHDA ackumuleras i de noradrenerga neuronen genom upptagnings-1
transport mekanismer (Kostrzewa och Jacobowitz, 1974). När neurotoxinet väl är inne i
neuronen, binds det till en granulär lagringssammanslutning och frigörs genom
nervstimulering och börjar följaktligen fungerar som ett falskt transmittorämne. 6-
OHDA framkallar reaktiva produkter, såsom peroxider, superoxider, hydroxi-indoler
samt kinoner, vilka reagerar nonspecifikt med den neuronala strukturen och slutligen
förstör neuronen. Under degenerationsprocessens gång förlorar neuronen först sin
förmåga att leda aktionspotentialer. Nervcellernas lager av noradrenalin töms och leder
till sympatomimetisk respons. Upptagningsmekanismerna slutar fungera och cellens
membran blir slutligen fagocyterat, som ett led i den kraftiga neurogliareaktionen.
Presynaptisk och i vissa strukturer postsynaptisk supersensitivitet uppkommer.
I nyfödda möss och råttor förorsakar 6-OHDA betydande skada, som omfattar hela
neuronen, på de sympatiska postganglionära neuronen. Såväl de noradrenerga som de
dopaminerga neuronernas funktion kan undersökas med hjälp av 6-OHDA. 6-OHDA
förorsakar oxidativ och metabolisk stress på de dopaminerga neuronen i substantia
nigra pars compacta in vitro (Berretta et al., 2005). Detta resulterar i snabba
dosrelaterade förändringar i cellmembranet, skador på dendriterna samt rubbning av den
intracellulära Ca2+-homeostasen, genom att det sker en ökning av den intracellulära fria
kalciumnivån. Centrala neuronala organskador kan endast uppnås med direkt
intracerebral administration eftersom 6-OHDA inte passerar BHB (Blum et al., 2001).
Därför ges injektioner av 6-OHDA i striatum, substantia nigra eller i den mediala
framhjärnsbunten i in vivo modeller av PS. Detta gör att nigrala dopaminerga nervceller
förstörs och neurotransmittorämnet dopamin töms ur striatum, vilket leder till de
kännetecknande motoriska symptomen av PS.
En unilateral degeneration av substantia nigra pars compacta förorsakad av 6-OHDA
visar en asymmetrisk och kvantifierbar motorisk rörelse efter systemisk administration
av dopaminreceptoragonisten levodopamin eller dopaminfrigörande läkemedel, såsom
amfetamin (Hefti et al., 1980). Detta gör att man lätt och pålitligt kan kontrollera
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organskadan och effekten av potentiella läkemedel. Verkningsmekanismerna hos 6-
OHDA är inte helt kända men man antar att 6-OHDA har en direkt verkan genom att
förhindra adenosintrifosfat (ATP)-produktionen i mitokondrierna och producera
väteperoxid genom aktivering av monoaminoxidas (MAO) (Glinka et al., 1998). Därtill
framkallar 6-OHDA indirekt reaktiva syreprodukter (ROS) och bildar cytolytiska fria
radikaler och andra giftiga produkter genom auto-oxidation (Heikkila och Cohen 1972;
Blum et al., 2001).
1.4 Ändamålet med forskningen
I min pro gradu-avhandling undersökte jag om CDNF och MANF har en
neurorestorativ effekt på de dopaminerga nervcellerna i blandkultur in vitro efter
exponering med 6-OHDA. Ändamålet med forskningen var att få information om
MANF och CDNF är lika effektiva att reparera cellskador förorsakade av 6-OHDA in
vitro i den här forskningsmodellen som GDNF, som i forskningen användes som positiv
kontroll.
2 MATERIAL OCH METODER
2.1 Använda föreningar och lösningar
6-hydroxidopamin Sigma-Aldrich Chemie, GmbH, Steinheim,
Tyskland
[7,8- 3H]- dopamin Amersham Life Science, Buchinghamshire,
Storbritannien
ABC-förpackning, Vector Laboratories, Burlingame, USA
Vector elite kit, PK-6100
Bovint serumalbumin (BSA) Sigma-Aldrich Chemie, GmbH, Steinheim,
Tyskland
CDNF Institutet för bioteknik, Helsingfors, Finland
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D-(+)-glukos-lösning 45 % Sigma-Aldrich Chemie, GmbH, Steinheim,
Tyskland
DAB-förpackning, SK-4100 Vector Laboratories, Burlingame, USA
DePeX VWR International Oy, Poole, Storbritannien
Dimetylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich Chemie, GmbH, Steinheim,
Tyskland
Etanol 96,5 % (Etax A) Altia Oyj, Rajamäki, Finland
Etanol 99 % (Etax AA) Altia Oyj, Rajamäki, Finland
Fetalt bovint serum (FBS) Hyclone (Thermo Scientific), Cramlington,
Storbritannien
Fosfatbuffrad koksaltlösning (PBS) Institutet för bioteknik, Helsingfors, Finland
GDNF Amgen Inc., Thousand Oaks, Kalifornien, USA
Immu-mount Thermo Scientific, Pittsburgh, USA
Insulin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Tyskland
L-askorbinsyra Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Tyskland
L-glutamin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Tyskland
MANF Institutet för bioteknik, Helsingfors, Finland
Mazindol Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Tyskland
Minimum essential medium (MEM) Institutet för bioteknik, Helsingfors, Finland
Natriumhydroxid (NaOH) VWR International Ltd, Poole, Storbritannien
Neurobasal Ô-medium GIBCOÔ Life Technologies, New York, USA
Normalt hästserum (NHS) S-2000 Vector Laboratories, Burlingame, USA
Optiphase Supermix PerkinElmer Life and Analytical Sciences,
(nonylfenoletoxilat) Shelton, USA
Paraformaldehyd (PFA) 4 % Institutet för bioteknik, Helsingfors, Finland
Penicillin-Streptomycin GIBCOÔ Life Technologies, New York, USA
Poly-D-lycin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Tyskland
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Primär antikropp, musens anti-TH Chemicon International Inc., Temecula,
(#MAB318) Kalifornien, USA
Sekundär antikropp, Vector Laboratories, Burlingame, USA
biotinylerat häst-antimus (BA2001)
Supplement B27 GIBCOÔ Life Technologies, New York, USA
Trishydroximetylamino- Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
metanhydroklorid (TrisHCl) Tyskland
Triton X-100 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Tyskland
Trypanblått 0,4 % lösning ICN Biomedicals Inc., Ohio, USA
Tyroden-lösning (Ca-Mg-fri) Institutet för bioteknik, Helsingfors, Finland
Väteklorid (HCl) Merck KGaA, Darmstadt, Tyskland
Väteperoxid Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Tyskland
Xylen Merck KGaA, Darmstadt, Tyskland
2.2 Framställning av använda lösningar
Alla nämnda lösningar framställdes och behandlades aseptiskt utom lösningarna för
tyrosinhydroxylasfärgningen.
Till den sterilt filtrerade Tyroden-lösningen (pH 7,4; 8,0 g NaCl, 0,2 g KCl, 0,05 g
NaH2PO4 x H2O, 1,0 g glukos, 1,0 g NaHCO3 ad 1000 ml MilliQ H20, se BILAGA 2),
tillsattes 2,5 % antibiotika (Penicillin-Streptomycin GIBCOÔ), som innehöll 10 000
IU/ml penicillin (natriumsalt av penicillin G) och 10 000 ?g/ml streptomycin
(streptomycinsulfat i 0,85 % koksaltlösning), så att den slutgiltiga koncentrationen av
penicillin blev 250 IU/ml och av streptomycin 250 mg/ml. Tyroden-lösningen
förvarades i + 4 ° C.
För cellkulturerna användes två olika odlingsmedium. Gliacellerna odlades i
gliamedium (M10C-G) och nervcellerna i nervcellsmedium (NB27) i blandkultur.
Gliamediumet innehöll MEM (minimum essential medium, se BILAGA 3) pH 7,2, 10
% FBS (fetal bovine serum), 1 % antibiotika Penicillin-Streptomycin, så att den
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slutgiltiga koncentrationen blev 100 IU/ml för penicillinet och 100 ?g/ml för
streptomycinet. Dessutom innehöll gliamediumet 0,5 mM L-glutamin, som tillsattes i
form av 200 mM L-glutamin, 33 mM glukos som tillsattes i form av 2,5 M glukos och 2
?l/10 ml insulin. Av insulinet gjordes en lösning med koncentrationen 25 mg/ml med
hjälp av 20 mM väteklorid (HCl), som filtrerades sterilt och förvarades i + 4 ° C. Också
MEM, FBS och antibiotikan förvarades i + 4 ° C, medan glukosen förvarades i + 20 ° C
och L-glutaminet i - 20 ° C. Nervcellsmediumet innehöll Neurobasal Medium (se
BILAGA 1) utan L-glutamin, så 0,5 mM L-glutamin tillsattes i form av 200 mM L-
glutamin. Därtill innehöll nervcellsmediumet 2 % Supplement B27 (se BILAGA 2) och
1 % antibiotika Penicillin-Streptomycin i samma koncentrationer som i gliamediumet.
Neurobasal Medium förvarades i + 4 ° C och Supplement B27 i - 20 ° C.
Nervcellsmediumet användes också i exponeringarna med 6-OHDA och
tillväxtfaktorerna. Både glia- och nervcellsmediumet framställdes precis innan
användning och användes senast 24 timmar efter framställning.
Tillväxtfaktorerna GDNF, MANF och CDNF förvarades i koncentrationerna 10 ng/µl,
100 ng/µl eller 1 µg/µl i - 80 ° C och till utspädningen användes sterilt filtrerat PBS
(fosfatbuffrad koksaltlösning, se BILAGA 2).
Till cellens dopaminupptagning användes en C-Neurobasal-lösning med
koncentrationen 0,2 mg/ml askorbinsyra i Neurobasal Medium. Lösningen framställdes
alldeles innan användning.
I tyrosinhydroxylas (TH)-färgningen användes 0,3 % Triton X-100-lösning som
framställdes  genom  att  späda  ut  10  %  Triton  X-100  med  PBS.  Den  50  mM  Tris-
buffertlösningen gjordes genom att blanda Trishydroximetylaminometanhydroklorid
(TrisHCl)-pulver i destillerat vatten (MilliQ). Därefter justerades pH till 7,6 med hjälp
av natriumhydroxid (NaOH). ABC-reagensen framställdes 30 minuter före användning
genom  att  först  en  droppe  av  lösning  A  tillsattes  i  5  ml  PBS  och  sedan  tillsattes  en
droppe av lösning B. Lösningen blandades mellan varje tillsättning med hjälp av en
Vortex-blandare. DAB (diaminobenzidin)/H2O2-förpackningen framställdes genom att 2
droppar buffer stock-lösning tillsattes i 5 ml destillerat vatten. Därefter tillsattes 4
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droppar DAB stock -lösning och till sist 2 droppar väteperoxid-lösning. Mellan alla
skeden blandades lösningarna ordentligt med Vortex. Lösningen framställdes alldeles
innan användning eftersom den är ljuskänslig och snabbt förlorar sin effekt.
Poly-D-lycin användes för att belägga Costar 24-hålsplattorna och Nunc 8-hålsplattor
(Culture slide). Beläggningen gjordes sterilt i laminarskåp. I varje brunn sattes 200 µl
poly-D-lycin och verkningstiden var en, två eller tre timmar beroende på hur många
gånger poly-D-lycinet var använt tidigare. Brunnarna tvättades fyra gånger med sterilt
PBS och en gång med sterilt MilliQ vatten. När brunnarna hade torkat tejpades plattorna
ordentligt i kanterna med målartejp och förvarades i + 4 ° C tills de användes, dock
inom en månad efter beläggning.
2.3 Djur
I forskningen användes foster av Wistar-råttor från Helsingfors Universitets
försöksdjurscentral. De dräktiga råttorna hade vatten och mat ad libitum till sitt
förfogande, ljusrytmen var 12/12 timmar och rumstemperaturen 20-22 ° C. Gliacellerna
isolerades från mitthjärnan och hypothalamus på 4-5 dagar gamla ungar och
nervcellerna isolerades från mitthjärnan på 15 dagar gamla foster.
2.4 Framställning av gliacellskulturen
Gliacellskulturen framställdes enligt en modifierad version från Sulzer lab (2008). En
halv timme innan ungarna kom sattes Tyroden-lösningen för avkylning i isbad.
Använda saxar och pincetter förvarades i 70 % etanol och alla tillbehör och ytor som
användes vid framställningen rengjordes med 70 % etanol. Gliacellerna togs från
mitthjärnan och hypothalamus på 4-5 dagar gamla ungar av Wistar-råttor (Bild 1).
Huvudet klipptes snabbt av så att det föll i ett dekanterglas med 70 % etanol. Med hjälp
av en pincett hölldes huvudet på plats på en steril petriskål och huvudsvålen togs bort
med sax. Huvudskålen klipptes upp längs mittlinjen och sidolinjerna så att hjärnan
kunde lösgöras underifrån och sattes därefter på en steril petriskål med kall Tyroden-
56
lösning. Petriskålen var i isbad för att hållas avkyld. I dragskåpet rengjordes mitthjärnan
och hypothalamus från blodkärl och hinnor med hjälp av mikroskop och båda
hjärndelarna togs tillvara var för sig i 5-7 ml kall Tyroden-lösning. De homogeniserades
mekaniskt med hjälp av en Pasteur-pipett i laminarskåp och centrifugerades i + 4 ° C,
1000 rpm i 10 minuter. Cellfällningarna homogeniserades med gliacellsmedium och
cellerna delades ut på Costar 24-hålsplattor (Corning Incorporated CostarÒ, New York,
USA) 500 ml/brunn, de fyra hörnbrunnarna användes dock inte, eller Nunc 8-hålsplattor
(BD Biosciences, Kalifornien, USA) 300 ml/brunn med poly-D-lycin beläggning.
På tio ungar blev det av mitthjärnan fem 24-hålsplattor och av hypothalamus fyra 24-
hålsplattor. Dagen innan nervcellerna odlades på gliacellskulturen tvättades brunnarna
med MEM 250 ml/brunn och odlingsmediumet byttes ut till nervcellsmedium (NB27) i
stället för gliacellsmedium (M10C-G). På 24-hålsplattorna tillsattes 450 ml/brunn och 8-
hålsplattorna 270 ml/brunn eftersom det nästa dag tillsattes celler 50 ml/brunn respektive
30 ml/brunn. 24-hålsplattorna tejpades i kanterna och båda plattorna förvarades i
inkubator (Inkubator Hera Cell 150 Heraeus) + 37 ° C, CO2 5 %. Gliacellsmediumet
byttes ut ett par dagar efter framställningen av gliacellskulturen, därefter byttes
odlingsmediumet ut varje vecka. Gliacellskulturen var klar att användas cirka 10-25
dagar efter framställningen.
Bild 1. Framställning av gliacellskulturen. Mitthjärnan (M) och hypothalamus (H)
rengjordes från blodkärl och hinnor. Därefter lösgjordes stora och lilla hjärnan från
mitthjärnan och hypothalamus och togs tillvara var för sig.
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2.5 Framställning av nervcellskulturen
Nervcellskulturen framställdes enligt en modifierad version från Barker och Johnson
(1995) samt från Sulzer Lab (2008). En halv timme innan fostren kom sattes Tyroden-
lösningen för avkylning i isbad. Använda saxar och pincetter förvarades i 70 % etanol
och alla tillbehör och ytor som användes vid framställningen rengjordes med 70 %
etanol. Råttorna avlivades med koldioxid och nackbrytning. Magen sprutades med 70 %
etanol och klipptes upp. Pärlbandet med foster togs bort med sax från tarmkäxet.
Fostren sattes på en steril petriskål med kall Tyroden-lösning. Petriskålen var i isbad för
att hållas avkyld. I dragskåpet klipptes fostren ut från sina fosterpåsar och hjärnan togs
tillvara. Mitthjärnan putsades från blodkärl och hinnor med hjälp av pincett under
mikroskop och en passlig del med mycket dopaminnervceller konserverades i 5-7 ml
kall Tyroden-lösning (Bild 2). Hjärndelarna homogeniserades mekaniskt med en
Pasteur-pipett i laminarskåp och centrifugerades därefter i + 4 ° C, 1000 rpm under 10
minuters tid. Supernatanten pipetterades bort och cellerna homogeniserades med 1-4 ml
+ 37 ° C nervcellsmedium och därefter räknades cellerna.
Bild 2. Framställning av nervcellskulturen. Fostrets huvud togs tillvara, hjärnan
preparerades fram (1), mitthjärnan putsades från blodkärl och hinnor och lösgjordes från
stora hjärnan (2). Till sist lösgjordes lilla hjärnan och mitthjärnans del med mycket
dopaminnervceller togs tillvara (3). Där pilen visar finns det mest dopaminerga celler.
2.5.1 Färgning med trypanblått och beräkning av levande celler med
hemacytometer
Cellfällningen homogeniserades och späddes ut med nervcellsmedium och cellerna
räknades med hemacytometerns Bürker-kammare (Bild 3). Av den homogeniserade
cellsuspensionen togs 50 ml i en 1,5 ml eppendorf-tub och därefter tillsattes 50 ml 0,4 %
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trypanblå-lösning. Lösningen pipetterades på hemacytometern som fylls med hjälp av
kapillarsuget. Med ett mikroskop med tiofaldig förstoring räknades medeltalet av de
levande cellerna i tre räkne-kamrar av Bürker-kammaren. Det slutliga antalet celler fick
man genom att multiplicera med utspädningsfaktorn och volymfaktorn 104.
Cellösningen späddes ut med nervcellsmedium så att cellkoncentrationen blev den rätta.
Cellerna delades ut på de poly-D-lycin belagda 24-hålsplattorna med koncentrationen
500 000 celler/brunn och på 8-hålsplattorna med koncentrationen 300 000 celler/brunn
på gliacellskulturen. Nervcellerna odlades på en gliacellskultur eftersom det är
konstaterat att gliacellerna har en viktig funktion i försvarsmekanismerna mot
antioxidanter (Hou et al., 1997). Cellerna förvarades i inkubator med temperaturen + 37
° C och koldioxidkoncentrationen (CO2) 5 %. På 24-hålsplattorna undersöktes cellens
dopaminupptagning och på 8-hålsplattorna gjordes tyrosinhydroxylasfärgning.
Cellkulturernas välmående och förgreningar kollades i mikroskop före varje behandling
och alla behandlingar utom tyrosinhydroxylasfärgningen utfördes sterilt i laminarskåp.
Cellerna förvarades hela tiden i inkubator + 37 ° C, CO2 5 %.
Bild 3. Hemacytometer. Täckglaset appliceras på hemacytometern och
cellsuspensionen tillsätts i Bürker-kammaren med hjälp av en Finnpipett. Varje räkne-
kammare har flera rutfält (förstoring). Tre räkne-kamrar av Bürker-kammaren räknas
(Bild modifierad från Phelan MC, 1998)
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2.6 Cellkulturens exponering
Alla exponeringar och analyser gjorda på cellodlingarna är presenterade i kronologisk
ordning i Bild 4.
Bild 4. Gliacells- och nervcellskulturens tidsaxel med exponeringar och analyser
DIV = dag in vitro, 6-OHDA= 6-hydroxidopamin, TH = tyrosinhydroxylas
2.6.1 Exponering med 6-OHDA i sex timmar
På tredje eller fjärde dagen efter nervcellkulturens odling på gliacellskulturen utsattes
cellerna för 6-OHDA i sex timmars tid. Som vehikel användes 0,2 % askorbinsyra,
eftersom 6-OHDA också späddes ut med den. 6-OHDA förvarades i mindre mängder i
1,5 ml eppendorf-tuber i frysen – 20 ° C skyddat för ljus. En tub togs alldeles innan
användning  ut  från  frysen  och  förvarades  i  skydd  för  ljus  och  i  isbad  +  0  °  C.  Av  6-
OHDA gjordes en stocklösning på 5 eller 10 mM med 0,2 % askorbatvehikel, eftersom
askorbinsyra förhindrar oxidation av 6-OHDA (Ding et al., 2004). 10 mg askorbinsyran
späddes ut till 0,2 % lösning i 5 ml sterilt vatten (MilliQ). Därefter filtrerades lösningen
sterilt genom ett 0,25 mm filter innan den förvarades i frysen - 20 ° C tills den användes.
Som 6-OHDA-koncentration valdes 40 mM efter flera pilotförsök. I brunnarna tillsattes
250 ml (24-hålsplattor) eller 150 ml (8-hålsplattor) 6-OHDA så att koncentrationen blev
40 mM. Vehikeln tillsattes i kontrollbrunnarna i samma koncentration som den största 6-
OHDA-koncentration. Först utsattes alla kontrollbrunnar för vehikeln och därefter de
andra brunnarna för 6-OHDA. I exponeringen med 6-OHDA användes
nervcellsmedium.
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2.6.2 Exponering med nervtillväxtfaktorer i tre dagar
Efter sex timmars exponering med 6-OHDA utsattes cellerna i tre dagar för
nervtillväxtfaktorerna GDNF, MANF och CDNF i koncentrationerna 1, 10 och 100
ng/ml i . Som vehikel användes steril PBS eftersom nervtillväxtfaktorerna var utspädda
i den. Tillväxtfaktorerna förvarades i frysen – 80 ° C i koncentrationerna 10 ng/ml, 100
ng/ml eller 1 mg/ml tills de användes då de förvarades i isbad + 0 °C. Vehikeln PBS
förvarades i kylen + 4 ° C tills den användes. Tillväxtfaktorerna och vehikeln tillsattes
samtidigt och randomiserat i brunnarna. All gammal medium (750 ml - 24 hålsplattor,
450 ml - 8-hålsplattor) togs bort och ny (500 ml – 24-hålsplattor, 300 ml – 8-hålsplattor)
tillsattes med tillväxtfaktorerna i.
2.7 Bestämningsmetoder
2.7.1 Bestämning av cellens [3H]-dopaminupptagning
Cellens  [3H]-dopaminupptagning gjordes enligt en modifierad version från Hou et al.
(1996). Dopaminupptagningstestet grundar sig på de dopaminerga nervcellernas
grundegenskap att stoppa dopaminets verkan i synapsen genom att ta tillbaka dopaminet
i nervcellen med hjälp av dopamintransportern (DAT). De aktiva dopaminerga
nervändarna tar in radioaktivt stämplat [7,8- 3H]-dopamin i nervcellen, vilket gör att
strålningen på radioaktiviteten kan mätas och man får reda på dopaminnervcellernas
aktivitet. Dopaminet frigörs från nervcellen med hjälp av etanol.
Cellens dopaminupptagning analyserades tre dagar efter exponering med 6-OHDA och
tillväxtfaktorerna med radioaktivt [7,8-3H]-dopamin. Varje brunn hade koncentrationen
0,5 mCi. Vissa på förhand fastställda cellbrunnar utsattes nu för mazindol 10 mM som
förhindrade dopaminets specifika bindning, vilket gjorde att man kunde räkna ut den
ospecifika bindningen. Mazindol är en sympatomimetisk amin som förhindrar
upptagningen av dopamin och noradrenalin (återupptagshämmare) (Javitch et al., 1985).
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Mazindol påverkar specifikt nervcellerna, inte gliacellerna. Mazindol 0,5-1,0 mg vägdes
och löstes upp i dimetylsulfoxid (DMSO) så att stocklösningens koncentration blev 10
mM, vidare späddes stocklösningen ut med C-Neurobasal Medium så att den slutgiltiga
koncentrationen per brunn blev 10 mM. C-Neurobasal framställdes precis innan
användning genom att 0,2 mg/ml askorbinsyra tillsattes i Neurobasal Medium.  Det
radioaktiva [7,8-3H]-dopaminet tillsattes också alldeles innan användningen i C-
Neurobasal. Cellbrunnarna (500 ml/brunn) utsattes först i 15 minuter för [7,8- 3H]- C-
Neurobasal (± mazindol) i inkubator + 37 ° C, CO2 5 %. Sedan tvättades alla brunnar
med PBS 500 ml/brunn först och sedan 250 ml/brunn. Därefter utsattes brunnarna (500
ml/brunn) för C-Neurobasal (± mazindol) i 10 minuter + 37 ° C, CO2 5 %. Till sist
behandlades cellerna i inkubator + 37 ° C, CO2 5 % i 30 minuter med 95 % etanol (250
ml/brunn) för att frigöra dopaminet. Efter detta flyttades all etanollösning med hjälp av
en pipett på Wallac Microbetas 24-hålsplattor (Wallac Oy, Åbo, Finland). I brunnarna
tillsattes 750 ml/brunn Optiphase Supermix-vätska. Radioaktiviteten mättes med
Microbeta Wallac (1450 Microbeta Wallac Trilux), den mätte tre brunnar samtidigt och
radioaktiviteten för en 24-hålsplatta mättes på cirka 80 minuter.
2.7.2 Immunocytokemisk tyrosinhydroxylasfärgning (TH-färgning)
Tyrosinhydroxylas är ett enzym som berättar hastigheten på dopaminets biosyntes, och
användes här som en markör för de dopaminerga neuronen.
Tyrosinhydroxylasfärgningen av 8-hålsplattorna påbörjades samma dag som cellens
dopaminupptagning gjordes på 24-hålsplattorna, alltså tre dagar efter exponeringen med
6-OHDA och tillväxtfaktorerna. Fixeringen av cellerna skedde med hjälp av en 4 %
paraformaldehyd-PBS-lösning i laminarskåp under 15 minuters tid i rumstemperatur (+
20 ° C). 4 % PFA framställdes genom att späda ut 20 % PFA med PBS och det
förvarades i frysen – 20 ° C tills det användes. Cellerna tvättades efter det med PBS 3
gånger 5 minuter för att få bort all fixativ. Om TH-färgningen inte gjordes genast kunde
cellerna förvaras i PBS i kylen + 4 ° C i ungefär två veckors tid.
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Under första dagen av TH-färgningen förbättrades cellernas permeabilitet med 0,3 %
Triton X-100-lösning innehållande PBS i 10 minuter i rumstemperatur + 20 ° C. Sedan
tvättades brunnarna tre gånger med PBS för att få bort all överlopps Triton-X-100. Den
ospecifika bindningen förhindrades med en lösning innehållande 10 % normalt
hästserum (NHS) och 0,5 % BSA i PBS. Detta skede pågick i 30 minuter i
rumstemperatur. Därefter tvättades brunnarna med PBS och inkuberades över natten i
kylen + 4 ° C med den primära antikroppen musens anti-TH (Chemicon, #MAB318)
med koncentrationen 1:2000 i en lösning som innehåll 1 % NHS och 0,5 % BSA i PBS.
Under andra dagen av TH-färgningen tvättades brunnarna först med PBS. Därefter
inkuberades den sekundära antikroppen biotinylerat häst-antimus (Vector, BA2001) i
två timmar i rumstemperatur med koncentrationen 1:1000 innehållande en lösning med
1 % NHS och 0,5 % BSA i PBS. Brunnarna tvättades med PBS 3 gånger 5 minuter.
Reaktionen förstärktes med ABC (avidin-biotin-komplex)- reagens (Vector elite kit,
PK-6100) i 30 minuter i rumstemperatur. Reagensen späddes ut med PBS och gjordes
30 minuter före användning. Komplexet bands till den biotinylerade sekundära
antikroppen och gjorde att reaktionen förstärktes vilket underlättade visualiseringen av
hela antikropp-komplexet. Brunnarna tvättades igen 2 gånger 5 minuter med PBS och 5
minuter med 50 mM Tris-bufferlösning, pH 7,6. Nervcellerna färgades härefter med
hjälp  av  en  DAB/H2O2-förpackning (DAB substrate kit for peroxidase, Vector SK-
4100), som färgade hela ABC-komplexet. Reaktionen stoppades genom att tvätta flera
gånger med Tris-lösning. Dehydreringen utfördes genom en alkoholserie med stigande
alkoholkoncentration: Sterilt vatten 1 minut, 70 % etanol 2 minuter, 96 % etanol 2
gånger 2 minuter och 99 % etanol 2 gånger 5 minuter. Rengöringen skedde med xylen 5
minuter och monteringen på objektglas med Depex. Nervcellerna räknades med hjälp av
ett mikroskop (Olympus BX51TRF1, Japan).
3 RESULTAT
På basen av pilotförsök valdes koncentrationen av 6-OHDA till 40 mM och i forskning
gjord av Eggert et al., 1999 visade det sig att den maximala neuroprotektiva effekten av
GDNF sker med koncentrationen 40 mM av 6-OHDA. Därtill visar forskning gjord av
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von Coelln et al., 2001 att 50 % av de dopaminerga cellerna dör med koncentrationen
40 mM. Resultat där cellerna hade lossnat eller dött beaktades inte i de statistiska
analyserna. De statistiska analyserna gjordes med GraphPad Prism Version 5 (GraphPad
Software, Inc.).
3.1 Cellens dopaminupptagning efter exponering med 6-OHDA och
nervtillväxtfaktorer
6-OHDA gjorde att cellens dopaminupptagning sjönk i alla grupper (Bild 5) jämfört
med enbart exponering med nervtillväxtfaktorerna (bild 6). Men både i GDNF och
MANF med koncentrationen 10 ng/ml syns en ökning i cellens dopaminupptagning
jämfört med vehikeln (Bild 6A, B). Skillnaderna var dock inte statistiskt märkbara med
envägs-ANOVA.
Bild 5. Skillnader i cellens dopaminupptagning efter exponering med 40 mM 6-
hydroxidopamin (6-OHDA) i sex timmar och nervtillväxtfaktorerna GDNF (A),
MANF (B) och CDNF (C) i tre dagar. 6-OHDA gjorde att cellens dopaminupptagning
sjönk i alla grupper. Skillnaderna var inte statistiskt märkbara. Både i GDNF och
MANF med koncentrationen 10 ng/ml syns en ökning i cellens dopaminupptagning
jämfört med vehikeln. Resultaten är presenterade som medelvärde ± medelvärdets
medelfel (SEM), när vehikeln utan 6-OHDA är 100 % (n=3-5 från 4-8 cellkulturer).
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3.2 Cellens dopaminupptagning efter exponering med endast
nervtillväxtfaktorer
Cellens dopaminupptagning ökade i alla koncentrationer 1 ng/ml, 10 ng/ml och 100
ng/ml av nervtillväxfaktorn GDNF jämfört med vehikeln (Bild 6A). Mest ökade
dopaminupptagningen i koncentrationen 10 ng/ml. Nervtillväxtfaktorn MANF gjorde
också att cellens dopaminupptagning ökade en aning i koncentrationen 10 ng/ml jämfört
med vehikeln (Bild 6B). Nervtillväxtfaktorn CDNF ökade nästan inte alls cellens
dopaminupptagning. Endast i koncentrationen 10 ng/ml syns en mycket liten ökning
(Bild 6C). Skillnaderna var inte statistiskt märkbara med envägs-ANOVA.
Bild 6. Skillnader i cellens dopaminupptagning efter exponering med
nervtillväxtfaktorerna GDNF (A), MANF (B) och CDNF (C) i tre dagar.
Nervtillväxtfaktorn GDNF gjorde i alla koncentrationer att cellens dopaminupptagning
ökade (A). Dessutom ökade MANF i koncentrationen 10 ng/ml cellens
dopaminupptagning jämfört med vehikeln (B). Skillnaderna var dock inte statistiskt
märkbara. Resultaten är presenterade som medelvärde ± medelvärdets medelfel (SEM),
när vehikeln är 100 % (n=3-5 från 4-8 cellkulturer).
3.3 Immunocytokemisk tyrosinhydroxylasfärgning (TH-färgning)
Det syns inga statistiska skillnader i antalet överlevda celler efter exponering med
nervtillväxtfaktorerna GDNF, MANF och CDNF i koncentrationen 10 ng/ml (Bild 8). I
GDNF samt CDNF 10 ng/ml ökade antalet överlevda celler efter exponeringen med 6-
OHDA men resultaten var emellertid inte statistiskt betydande. Dessvärre var antalet
överlevda celler mindre än vehikeln, så nervtillväxtfaktorernas neuroprotektiva effekt
kommer inte fram (Bild 7). Här kan tilläggas att cellernas överlevnad också kan
65
kontrolleras på storleken av cellkroppen (soma) samt axonernas och dendriternas längd
(Ding et al., 2004). Ju större soma och längre axoner och dendriter desto bättre har
cellen överlevt behandlingen. Eftersom antalet lyckade TH-färgningar var så lågt, kan
man inte analysera resultatet på ett pålitligt sätt.
Bild 7. Celler färgade med immunocytokemisk tyrosinhydroxylasfärgning. Vänstra
bilden (A) är vehikel och högra bilden (B) är vehikel + 6-OHDA 40 mM. Vänstra bilden
(C) är GDNF 10 ng/ml och högra bilden (D) är GDNF 10 ng/ml + 6-OHDA 40 mM.
Vänstra bilden (E) är CDNF 10 ng/ml och högra bilden (F) är CDNF 10 ng/ml + 6-
OHDA 40 mM. Bilderna är tagna med mikroskop (Olympus BX31TRF1, Japan).
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Bild 8. Antalet överlevda celler efter tyrosinhydroxylasfärgning (TH-färgning).
Cellerna exponerades med 6-OHDA 40 mM i sex timmar och nervtillväxtfaktorerna
GDNF, MANF och CDNF i koncentrationerna 10 ng/ml i tre dagar. 6-OHDA gjorde att
antalet överlevda celler minskade i MANF-exponeringen. Skillnaderna var inte
statistiskt märkbara. Resultaten är presenterade som medelvärde ± medelvärdets
medelfel (SEM) (n=3-5 från 2 cellkulturer).
4 BEHANDLING AV RESULTAT
Tyrosinhydroxylasfärgningen var ett svårt projekt, vilket ledde till att antalet lyckade
TH-färgningar blev lågt och att tillförlitligheten på resultaten inte blev den bästa.
Resultaten från denna begränsade undersökning antyder att MANF kan ha en
neurorestorativ effekt, men denna effekt är mycket mindre än nervtillväxtfaktorn
GDNFs. Resultaten visar ingen neurorestorativ effekt för CDNF. Nervtillväxtfaktorerna
kan möjligtvis också påverka de dopaminerga cellerna indirekt via gliacellerna, vilket
kan leda till att nervcellernas överlevnadsförmåga förbättras. Detta kräver dock vidare
undersökning för att fastställa. Till viss grad stöder dessa resultat tidigare
forskningsresultat men det krävs ytterligare forskning och jämförelse för att klarlägga
om MANF och CDNF möjligtvis kan användas i terapeutiskt syfte av PS.
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4.1 Cellens dopaminupptagning efter exponering med 6-OHDA och
nervtillväxtfaktorer
Både i GDNF och MANF med koncentrationen 10 ng/ml syns en ökning i cellens
dopaminupptagning jämfört med vehikeln (Bild 5). Skillnaderna är inte statistiskt
märkbara och GDNF har en större ökning jämfört med MANF. Detta överensstämmer
med forskning gjord av Beck et al., 1995 och Eggert et al., 1999, eftersom den optimala
koncentrationen av GDNF var 10 ng/ml. Hou et al., 1997 ansåg dock att den optimala
koncentrationen av GDNF för de dopaminerga neuronernas överlevnad var 1 ng/ml,
vilket inte stöder resultaten i denna forskning.
4.2 Immunocytokemisk tyrosinhydroxylasfärgning (TH-färgning)
Cellerna lossnade ytterst lätt, vilket gjorde att resultaten inte blev pålitliga. Därtill
gjorde själva processen av TH-färgningen att cellerna flyttade på sig och att man inte
kunde räkna cellerna. Till slut provades också på Immu-Mount i stället för dehydrering,
men det hjälpte inte heller. Det var omöjligt att räkna celler när luftbubblorna blev för
stora.
5 DISKUSSION
In vitro- tekniken gör det möjligt att under klart definierade förhållanden undersöka
cellernas funktion och beteende, som till exempel hur neurotoxiska ämnen och
nervtillväxtfaktorer påverkar cellerna (Barker och Johnson, 1995). En god aseptisk
teknik är viktigt när man framställer vävnadskulturer in vitro (Phelan, 1998).
Cellkulturerna kan bli kontaminerade under arbetets gång och därför tillsattes bland
annat antibiotika i odlingsmediumen. Alla använda instrument bör vara sterila och
arbetsytan bör hållas ren. Cellkulturernas tillväxt, morfologi och genetiska egenskaper
kan med tiden förändras och kulturerna bör regelbundet kontrolleras, ifall de är
kontaminerade eller behöver nytt odlingsmedium. Det är även påfrestande för cellerna
om odlingsmediumet byts ut för ofta. Allt detta kan påverka resultatens pålitlighet.
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I cellkulturer är det oftast frågan om små förändringar som påverkar resultaten och
genom  att  ändra  på  dessa  kan  man  förbättra  resultatens  tillförlitlighet.  Eftersom
problemet i den här undersökningen var att cellerna antingen dog eller lossnade för lätt,
kan man prova att homogenisera cellerna med någon annan lösning, som till exempel
innehåller enzymerna papain eller trypsin, vilket kan vara mera skonsamt för cellerna
och gör att de inte dör lika lätt. Både mekanisk homogenisering samt användning av
enzym har sina för- och nackdelar. Mekanisk homogenisering kan skada cellmembranet
för mycket medan trypsin kan skada till exempel DAT. Beträffande odlingsmediumen
kunde man tillsätta ämnen som gör förhållandena för nervcellerna mera gynnsamma,
vilket skulle ha positiv verkan på överlevnaden av cellerna. Därtill gör en ökning av
sampelstorleken att resultaten blir mera tillförlitliga.
Uppläggningen av den här forskningen var inte den bästa, eftersom cellerna
behandlades lite olika. Exponeringarna med 6-OHDA och nervtillväxtfaktorerna samt
cellens dopaminupptagning eller TH-färgning skedde inte på samma dag för alla celler.
Skillnaden var endast en dag men detta kan ha påverkat resultaten. Forskningens
kontinuitet kan också ha lidit eftersom cellerna är ytterst känsliga för yttre förändringar,
såsom temperatur, luftfuktighet och så vidare. Dessutom kan det ha skett förändringar
orsakade av mänskliga faktorer, eftersom alla celler skall behandlas på samma sätt och
även små skillnader i behandlingarna kan förorsaka avvikelser.
Variationer i resultaten kan även ha orsakats av att den korrekta mängden eller
koncentrationen av 6-OHDA har i liten grad avvikit från experiment till experiment.
Eftersom 6-OHDA sönderfallar mycket lätt, kan det hända att det har skett auto-
oxidation redan i odlingsmediumet, innan 6-OHDA har hunnits tas upp av
dopamintransportern (DAT) och föras in i cellen (Kramer et al., 1999). Detta är
besvärligt om nästan omöjligt att kolla under forskningens gång. De fria radikalerna
som produceras i odlingsmediumet påverkar hela blandkulturen av celler och inte bara
de dopaminerga neuronerna. Denna icke-specifika toxicitet för 6-OHDA in vitro kan
vara annorlunda in vivo och nervtillväxtfaktorerna kanske inte är kapabla att skydda de
dopaminerga neuronen från celldöd under de här förhållandena. Dessutom kan 6-OHDA
påverka mera de celler som är behandlade med nervtillväxtfaktorer. Eftersom
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nervtillväxtfaktorerna gör att antalet dopamintransporters i cellen ökar samt att cellens
överlevnad och förgreningar förbättras, leder det till att 6-OHDAs toxicitet ökar och
cellerna lättare dör.
Många forskningar har gjorts och koncentrationerna på 6-OHDA och
nervtillväxtfaktorerna, samt längden på behandlingarna har varierat så mycket att det är
svårt att jämföra resultaten (Ding et al., 2004). Detta gör det svårt att avgöra om
koncentrationen på 6-OHDA och längden på behandlingarna sist och slutligen var de
optimala i den här forskningen. Vidare förstör 6-OHDA även GABAerga nervceller,
vilket kan minska toxiciteten på de dopaminerga nervcellerna och på det sättet påverka
forskningsresultaten. Förhållandena var optimerade för dopaminerga nervceller men det
undersöktes inte hur mycket GABAerga nervceller det kan ha funnits i blandkulturen.
Genom att specificera och begränsa området av hjärnan till ett ställe med mycket
dopaminerga nervceller och lite andra nervceller, kan man minimera denna inverkan.
Detta har dock både för- och nackdelar eftersom cellkulturen inte då representerar de
riktiga förhållandena i hjärnan. Så i vissa fall kan det vara bättre att använda blandade
neuronala cellkulturer med både mikroglia och astrocyter, därför att det speglar den
egentliga omgivningen i hjärnan med cell-cell kontakter och kommunikation, vilket kan
förbättra på resultaten. Informationen som fås från blandkulturer är trots allt annorlunda
än den data som fås från en neuronkultur.
Den immunocytokemiska tyrosinhydroxylasfärgningen misslyckades på grund av att
cellerna flyttade på sig eller lossnade. Detta kan ha berott på att beläggningen av 8-
hålsplattorna inte var tillräcklig eller så borde alla behandlingar har gjorts så varsamt
och försiktigt att inga celler skulle ha lossnat. Eftersom färgningen gjordes på 8-
hålsplattor av glas, kan underlaget ha påverkat och lett till att cellerna lossnade lättare
än när de odlades på 24-hålsplattor av plast. Skedet, där nervcellerna homogeniserades
före räkning med hemacytometern, var också kritiskt. Så lite celler som möjligt fick dö,
men ofta fanns där ändå många döda celler med. Största problemet överlag i
forskningen var att cellerna dog och lossnade alltför lätt.
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Tidigare forskningsobservationer stöder det här forskningsarbetets resultat till den del
att MANFs och CDNFs verkan in vitro har varit mindre än GDNFs verkan, enligt
observationer  från  Barry  Hoffers  (National  Institute  on  Drug Abuse,  Baltimore,  USA)
samt Mart Saarmas forskningsgrupp (Institutet för bioteknik, Helsingfors Universitet)
(muntlig information, Saarma 2009). I framtida forskning kan det löna sig att
förenhetliga cellbehandlingarna och minska antalet celler som dör eller lossnar genom
att förbättra metoden. Därtill kan information om MANFs respektive CDNFs
signalrutter och mekanismer leda till att deras neurorestorativa samt -protektiva verkan
in vitro lättare går att bevisa, eftersom man då kan ta den information i beaktande när
man väljer metod.
6 SAMMANFATTNING
I min pro gradu-avhandling har jag undersökt om CDNF och MANF har en
neurorestorativ effekt på de dopaminerga nervcellerna i blandkultur in vitro efter
exponering med 6-OHDA.
I cellens dopaminupptagning efter exponering med 6-OHDA och nervtillväxtfaktorer
visade både GDNF och MANF med koncentrationen 10 ng/ml en ökning i cellens
dopaminupptagning jämfört med vehikeln. Undersökningen erhöll emellertid endast
icke-signifikanta resultat.
Resultaten från denna begränsade undersökning antyder dock att MANF kan ha en
neurorestorativ effekt, men denna effekt är mycket mindre än nervtillväxtfaktorn
GDNFs. Resultaten visar ingen neurorestorativ effekt för CDNF. Nervtillväxtfaktorerna
kan möjligtvis också påverka de dopaminerga cellerna indirekt via gliacellerna, vilket
kan leda till att nervcellernas överlevnadsförmåga förbättras. Detta kräver dock vidare
undersökning för att fastställa. Till viss grad stöder dessa resultat tidigare
forskningsresultat men det krävs ytterligare forskning och jämförelse för att klarlägga
om MANFs och CDNFs verkan in vitro är den samma som redan har bevisats in vivo.
Slutligen är det i framtiden viktigt att klarlägga MANFs och CDNFs signalrutter och
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0,2 g KH2PO4
ad. 1000 ml MilliQ H2O




0,05 g NaH2PO4 x H2O
1,0 g Glukos
1,0 g NaHCO3
ad. 1000 ml MilliQ H2O
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BILAGA 3.









L-Argininhydroklorid 211 126.64 0.6
L-Cystin 2 x hydroklorid 313 31 0.099
L-Glutamin 146 292 2
L-Histidinhydroklorid-H2O 210 42 0.2
L-Isoleucin 131 52 0.397
L-Leucin 131 52 0.397
L-Lysinhydroklorid 183 72.5 0.396
L-Metionin 149 15 0.101
L-Fenylalanin 165 32 0.194
L-Treonin 119 48 0.403
L-Tryptofan 204 10 0.049
L-Tyrosindinatriumsalt 225 52 0.231
L-Valin 117 46 0.393
Vitaminer
Kolinklorid 140 1 0.00714
D-Kalciumpantotenat 477 1 0.0021
Folsyra 441 1 0.00227
Niacinamid 122 1 0.0082
Pyridoxinhydroklorid 204 1 0.0049
Riboflavin 376 0.1 0.000266
Tiaminhydroklorid 337 1 0.00297
i-Inositol 180 2 0.0111
Oorganiska salter
Kalciumklorid (CaCl2) (anhydr.) 111 200 1.8
Magnesiumsulfat (MgSO4) (anhydr.)  120 97.67 0.814
Kaliumklorid (KCl) 75 400 5.33
Natriumklorid (NaCl) 58 6800 117.24
Natriumfosfat monobas (NaH2PO4-H2O) 138 140 1.01
Andra komponenter
D-Glukos (Dextros) 180 1000 5.56
Röd fenol 376.4 10 0.0266
